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Isolierung des Citrullins (6-Carbamido-ornithin) 
aus tryptischen Verdauungsprodukten des Caseins. 


Von 
Mitsunori Wada. 


(Aus dem <Agrikulturchemischen Institut der WKaiserl. Universitat Tokio, 


Komaba, Tokio.) 
(Eingegangen am 8. November 1952.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Vor zwei Jahren hat der Verfasser! aus dem PreBsaft der Wasser- 
melone, Citrullus vulgaris Schrad., eine neue Aminosiéure, Citrullin, 
isoliert und festgestellt, daB es §-Carbamido-ornithin von folgender 
Formel ist: NH, CO- NH.CH,CH,CH,CH (NH,)COOH. Diese 
Formel wurde spater durch Synthese bestatigt. 

Mit der Absicht, diese Substanz aus Spaltprodukten des Eiweibes 
zu isolieren, hat der Verfasser das Verhalten derselben gegen Sauren 
und Alkalien naher studiert und beobachtet, daB sie durch Erhitzen 
mit konzentrierter Saure Prolin liefert, wahrend sie durch Einwirkung 
von verdiinnten Alkalien, unter Abspaltung der Carbamidogruppe. 
leicht in Ornithin verwandelt wird. Es besteht mithin keine Aussicht, 
diese Substanz unter den Saure- oder Alkalispaltungsprodukten des 
EiweiBes zu finden. Thre Existenz ist nur bei enzymatischer Verdauung 
moéglich. So hat der Verfasser zundchst die tryptischen Verdauungs- 
produkte des Caseins untersucht, und es ist ihm tatsachlich durch 
Verdauung in neutraler Lésung gelungen, das Citrullin zu_ isolieren. 
Es wurde als schwer lésliches Kupfersalz gereinigt und in die freie 
Saure verwandelt, die mit dem Citrullin aus Wassermelonen identifiziert 
wurde. Die Isolierungsmethode war allerdings langwierig, und die 
Ausbeute war geringer als erwartet. So beschaftigte sich der Ver- 
fasser damit, eine bessere Methode auszuarbeiten. Wenn die Ver- 
dauung des Caseins nicht in neutraler Lésung, sondern in 0,2 °,iger 
Natriumearbonatlésung ausgefiihrt wurde, konnte man kein Citrullin 
nachweisen, anstatt dessen wurde Ornithin in ziemlich guter Ausbeute 
erhalten. Es scheint also, daB das Citrullin selbst in sehr verdiinnter 
Alkalil6sung leicht in Ornithin verwandelt wird. 


' M. Wada, diese Zeitschr. 224, 420, 1930. 
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M. Wada: 


Experimenteller Teil. 

1. Isolierung des Citrullins aus tryptischen Verdauungsprodukten 
des Caseins in neutraler Lésung. 

669 g kautliches Casein wurden in einer Reibschale mit Wasser verrieben 
und mit Natriumecarbonat sorgfaltig neutralisiert. Der dicke Brei wurde 
dann in eine grobe Flasche gebracht, mit Wasser auf 6 Liter verdiinnt und nach 
dem Zusatz von 5g Trypsin (.Werck) und 10 cem Toluol bei 37° stehengelassen. 
Von Zeit zu Zeit schiittelte man um, und die zunehmende saure Reaktion 
wurde stets mit Natriumcarbonat abgestumpft. Nach 2 Wochen wurde die 
Reaktion konstant, so daB man nicht mehr zu neutralisieren brauchte, und 
es schied sich allmahlich eine weibe Kristallmasse ab, die hauptsachlich aus 
Tyrosin bestand. Nach 30 Tagen wurde die gelblichbraune Fliissigkeit ab- 
filtriert, auf 1,3 Liter eingedamptt und in folgender Weise behandelt: 

a) 100cem des WKonzentrats wurden mit Schwefelséure angesduert 
und mit Phosphorwolframsaure versetzt, bis keine kallung mehr entstand. 
Die Diaminosaéuren und héheren Peptide wurden dadurch vollstandig gefallt, 
und das Filtrat gab keine Argininreaktion mit Sakaguchischem Reagens 
(x-Naphthol und NaClO). Es wurde jetzt mit Baryt behandelt, um die 
iiberschiissige Phosphorwolframsaure und Schwefelsiure zu entfernen, 
abfiltriert und das kiltrat mit Baryt gesattigt und 1 Stunde erhitzt. Man 
beobachtete dabei die Entwicklung von Ammoniak. Anwesendes Citrullin 
miubte hierbei in Ornithin iibergehen. Nach dem Erkalten filtrierte man 
ab. Das Filtrat wurde durch Schwefelsiure von Baryt befreit, weiter mit 
Schwefelsiure angeséiuert und mit Phosphorwolframsiéure gefallt. Der 
dadurch entstandene Niederschlag wurde in bekannter Weise mit Baryt 
zerlegt und die freigesetzte Base in das Pikrat verwandelt. Es schmolz 
bei 197°. Mit reinem, aus Arginin dargestelltem Ornithinpikrat gemischt, 
zeigte es keine Erniedrigung des Schmelzpunktes, woraus folgt, daB die 


Base Ornithin war. Die Ausbeute an Pikrat betrug 4.27 g. 


Dieser Versuch zeigt, daB das Citrullin in der Mono-amino-fraktion, 
d.h. im Filtrat des phosphorwolframsauren Niederschlages vorhanden 
war und durch Erhitzen mit Baryt in Ornithin verwandelt wurde. 

b) 480 cem (= 247g Casein) des oben erwahnten Konzentrats 
wurden nun mit etwas iiberschiissigem Kupfercarbonat erhitzt, heib 
filtriert und nach dem Eindampfen in viel Aceton eingegossen. Der 
entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat im Vakuum- 
exsikkator zur Trockne eingedampft und dann mit Methylalkohol 
behandelt. Ein Teil ging dabei in Lésung, der unlésliche Riickstand 
enthielt Citrullin, was durch die Schiffsche Reaktion nachgewiesen 
wurde. Extrahiert man diesen Riickstand mit Wasser, so geht das 
Citrullin in Lésung, wihrend die Kupfersalze des Phenylalanins, Leucins 
und der Asparaginséure usw. ungelést bleiben. Die wiisserige Lésung 
wurde nun durch Schwefelwasserstoff vom Kupfer befreit, im Vakuum 
bis zum Sirup eingedampft und dieser mit der dreifachen Menge Methyl- 
alkohol versetzt. Dor entstandene Niederschlag enthielt Citrullin und 
gab starke Reaktion mit Schiffschem oder Ehrlichschem Reagens, 
aber keine Reaktion auf Arginin oder Histidin. Der Niederschlag wurde 
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Isolierung des Citrullins aus trypt. Verdauungsprodukten des Caseins. 3 


in Wasser gelést und mit Silbernitrat und Baryt fraktioniert gefallt 
Die letzte Fraktion, die durch Zusatz von gesattigter Barytlésung 
entstand, wurde abgesaugt, mit kalter gesattigter Barytlosung ge- 
waschen, in Wasser verteilt, durch CO, vom Baryt und durch H,S 
vom Silber befreit und nach dem Vertreiben des Schwefelwasserstoffs 
mit Kupferhydroxyd erhitzt. Die blaue kupferhaltige Lésung wurde 
eingedampft und mit Methylalkohol gefallt, das Kupfernitrat  blieb 
dabei in Lésung. Der Niederschlag wurde nun mit kaltem Wasser 
gewaschen, in viel heiBem Wasser gelést, mit Tierkohle entfarbt, ein- 
gedampft und schlieBlich mit Athylalkohol gefallt. Auf diese Weise 
erhielt man etwa 0,36 g Kupfersalz des Citrullins, das in jeder Bezichung 
mit dem Produkt aus der Wassermelone identisch war. Es kristallisierte 
in blauvioletten Prismen und schmolz bei 257 bis 258°. Die Mischprobe 
mit dem Kupfersalz aus der Wassermelone zeigte keine Erniedrigung 
des Schmelzpunktes. Aus dem Kupfersalz wurde freies Citrullin dar- 
gestellt. Es bildete farblose, lange diinne Prismen, schmolz bei 226° 
und gab die charakteristische gelblichblaue Farbung mit Lhrlichschem, 
sowie die violette Farbung mit Schiffschem Reagens. Die Analyse 
lieferte folgende Werte: 


1,802 mg Substanz, 0,365 ¢em N, (759.3 mm, 15°) 23,57, N; 
berechnet fiir Citrullin (Cg Hy, N,03) 23,99 °, N. 


Das freie Citrullin wurde wieder in Kupfersalz verwandelt und analysiert : 


5,761 mg Substanz, 1,008 cem N, (757.6 mm, 14,5°); 
4.428 ., - 5,533 mg CQO, 2.339 mg H,O. 
Gef.: C 34.07)... H 5,86? 
ber. (Cg Hy,N,03).Cu): 
C = 34,79%, H = 5,84%, N = 20,31%, 


N 20,36", 





Abb. 1. Citrullin aus Wassermelonen. 1: 165. Abb. 2. Citrullin aus Casein. 1: 165 








4 M. Wada: 


2. Im nachsten Versuch wurde die lsolierungsmethode abgekirzt 
und zwar in folgender Weise: 


500 ¢ Casein wurden mit Wasser verrieben. mit Natriumcarbonat 
neutralisiert, auf 4 Liter verdinnt und nach dem Zusatz von 5g Trypsin 
(Merck), Chloroform und Toluol bei 37° stehengelassen. Nach 3 Wochen 
wurde die Fliissigkeit abfiltriert und nach starkem Einengen mit der fiinf- 
fachen Menge Methylalkohol versetzt. Der dadurch entstandene Nieder- 
schlag wurde in Wasser gelést und mit Silbernitrat und Baryt fraktioniert 
gefallt. Der in saurer oder in neutraler Lésung gebildete Niederschlag 
enthielt kein Citrullin, nur die letzte, durch Zusatz von gesittigtem Baryt 
entstandene, rétlich-braune Fraktion gab die typische Reaktion des Citrul- 
lins. Der Niederschlag wurde in Wasser suspendiert, durch H,SO, und H,S 
von Baryt bzw. Silber befreit und nach dem Verjagen des Schwefelwasser- 
stoffs mit Kupferhydroxyd erhitzt. In dieser Weise wurde 1,05 g Kupfer- 
salz des Citrullins erhalten, das in freies Citrullin verwandelt und analysiert 
wurde. 

5,648 mg Substanz, 1,225ccm Ny, (757,5 mm, 28°); 
3,786 ,, = 5,661 mg CO, und 2,595 mg H,O. 
Gef.: C 40,78”, H 7,68°%,,, N 24,64°°; 
ber. tiir C,H ,N,03: 
C=, B 7,48%, N = 23,99 %. 


Die Analyse stimmt also mit der des Citrullins tiberein. 


3. Die Bildung von Prolin aus Citrullin. Die Bildung von Prolin 
aus Citrullin durch Einwirkung von konzentrierten Sauren wird in 
folgenden Versuchen demonstriert : 


a) 0,5 g¢ Citrullin aus Wassermelonen wurden mit der dreifachen Menge 
konz. Salzsiure 8 Stunden lang am RiickfluBkiihler erhitzt, nach dem 
Verdampfen der Salzsiure mit Wasser verdiinnt, mit Kupferhydroxyd 
gekocht und abfiltriert. Das Filtrat wurde nach dem Eindampfen mit 
Athylalkohol versetzt, der entstandene Niederschlag abfiltriert und mit 
Athylalkohol gewaschen. Man léste den Riickstand in wenig Wasser und 
setzte Athylalkohol zu. Auf diese Weise erhielt man das Kupfersalz des 
Prolifis, das in kaltem Wasser leicht, in Methyl- und Athylalkohol aber 
fast unléslich war. Analyse des Kupfersalzes: 

3,030 mg Substanz, 20,70 cem N, (759.3 mm, 26°) 9,89°,, N; 
berechnet fiir (CyH,NO,),Cu 9,87% N. 

Aus dem Kupfersalz wurde freies Prolin dargestellt und dieses gereinigt 
durch Lésen in Athylalkohol, Fallen mit Ather und weiter durch Extraktion 
mit Butylalkohol. Analyse des freien Prolins: 


5,961 mg Substanz, 0,659 cem N, (754,8 mm, 25°) 11,90%, N, 
1.676 .. sd 0,188 ,, N, (754,8 ,, 25°) 12.16%, N; 
berechnet fiir C,HyNO, 12,189, N, 


Im Kapillarrohr erhitzt, beginnt es gegen 200° zu schmelzen und 
zersetzt sich bei 220°. Beim Erhitzen entwickelt sich der charakteristische 
Geruch von Pyrrolidin. 

b) 0,5 g synthetisches Citrullin wurden mit 10 cem 25°,iger Schwefel- 
siure 15 Stunden erhitzt. und nach dem Entfernen der Schwefelsaiure 
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Isolierung des Citrullins aus trypt. Verdauungsprodukten des Caseins. o 


durch Baryt wurde das Kupfersalz des Prolins in tiblicher Weise dargestell|t. 
das in Wasser leicht, in Alkohol aber schwer l6slich ist. 


¢) Einwirkung konzentrierter Sauren auf Ornithin. lO g Ornithin 
carbonat wurden mit der dreifachen Menge konz. Salzsiure 8 Stunden und 
weiter 15 Stunden lang mit der zehnfachen Menge 25° jiger Schwefelsaure 
erhitzt; nach Entfernung der beiden Sauren wurde das Kupfersalz dar 
gestellt und analysiert : 


6,182 mg Substanz, 0.867 cem N, (760.5 mm, 20°) 15,63 °°, N; 
berechnet fiir Prolinkupfer 0.87%, Xx, 
Ornithinkupter 17,19°%, N. 


Die Analyse erweist, daB nur ein kleiner Teil des Ornithins in Prolin 
verwandelt worden ist. 

Wenn man aber die Fliissigkeit vorher zur Entfernung des Ornithins 
mit Phosphorwolframsaure behandelt und aus dem Filtrat das Kupfersalz 
bereitet, so wird der N-Gehalt des Salzes etwas niedriger, wie aus 
folgender Analyse zu ersehen ist: 

N. 


Trotzdem war der N-Gehalt immer noch héher als der des Prolinkupfers. 


3.92 mg Substanz, 0,495 cem N, (754.8 mm, 25°) 13,62 ° 


d) 10g Ornithin-carbonat wurden diesmal mit l0Qcem 25° iger 
Schwefelséure. die 6 @ (NH,).SO, enthielt, 20 Stunden lang erhitzt. Auch 
in diesem Falle blieb der gréBte Teil des Ornithins unverdndert. 

e) 28.2 ¢ 4-Benzoylamino-z-aminovaleriansiure wurden mit LOO cem 
30° iger Schwefelséure 15 Stunden erhitzt. Nach dem Erkalten filtrierte 
man von der ausgeschiedenen Benzoesiure ab, dampfte das Filtrat nach 
Entfernung der Schwefelséure durch Baryt ein und extrahierte mit Butyl- 
alkohol. Auf diese Weise erhielt man 1.4 g¢ kristallinisches Prolin. das in 
Kuptersalz verwandelt und analysiert wurde: 

7.963 mg Substanz, 0.752 cem N, (758 mm, 24°) 10,28 %, N. 
Diesmal stimmt die Analyse mit der des Prolinkupfers tiberein. 

Diese Versuche ergeben, daB das Ornithin gegen Sauren sehr be- 
standig ist. Selbst durch langeres Erhitzen mit konzentrierter Salzsaure 
wird es nur teilweise in Prolin verwandelt. Falls es als primares Spaltungs- 
produkt aus dem EiweiB entstehen wiirde, miBte es wenigstens zum 
Teil als solches unverandert bleiben. Da man aber nie Ornithin unter 
den Saure-spaltungsprodukten findet, kann es kein primares Produkt 
sein. Der Verfasser nimmt deshalb an, daB das Prolin wahrend der 
Saurespaltung des EiweiBes nicht aus Ornithin, sondern aus Citrullin 
gebildet wird, obgleich ein Teil desselben auch als primares Produkt 
entstehen kann. 

Der Verfasser hat ferner die Verteilung verschiedener Aminoséiuren 
wahrend der Saure- und Alkalispaltung des EiweiBes nach der ran Slyke- 


schen Methode ermittelt und in Bestatigung obiger Beobachtung ge- 
funden, daB der Nicht-Amino-N, d.h. die Prolinfraktion, bei Saure- 
spaltung immer héher als bei Alkalispaltung ist. 

















6 M. Wada: 
Hydro- Gesamt-N Mono- hag nah, Nicht- 
Nr Substanz lysiert Gesamt-N (Amido-N Diamino-N NH,-N ‘VPP NHL-N 
jureh H \ : NH 5 
( c umiin- ) F , 
raktion 
1 Casein Hi SO, 15,35 12.83 3,58 $.95 7.31 1.64 
2 jn Ba(OLl), 14.27 4.19 10,08 913 O95 
3 Gelatine Hy,SO, 17.74 12.46 73 9,73 7.19 | 2,54 
4 3 Ba( OH), 15,53 3.47 12.36 1007 2.29 
5 bibrin HySO, 17,48 14.08 5,02 9.06 8.58 048 
6 < Ba( OH), 14,56 5,3 9.25 S.S2 0.43 
7 Edestin H,SO,4 16.18 11,53 4.42 TAl 6.85 0,28 
S " Ba(OH)s 14.01 5.10 8.9] S.6S 0.23 
: e re Hydrolysiert Gesamt-N Gesamt-N Mono-N Hy-N 
Nr. ubstanz dureh Di-amino-N Mono-amino-N — : Nicht-N H.-N 
l Casein HL SO, 100 : 3,24 100 : 69.76 1°0 : 18,32 
2 e Ba (OH), 199 =: 29.36 100 : 70.64 190: 9.42 
3 Gelatine Hy,SO, 109: 21.91 100 : 78,99 10 : 26,10 
4 = Ba (OH), 100 : 21.92 10): 78,08 193 : 18,53 
5 Fibrin H,S¢ " 199: 35.65 190 : 64.35 100: 5.29 
6 : Ba (OH), 107: 36,47 190 : 63.53 100: 4,64 
7 Edestin Hi SO, 100 ; 38,33 100: 61,67 100: 3.93 
Ss e Ba (OH), 100 : 36.40 10): 63.60 190: 2.58 


4. D. Ackermann! hat kiirzlich angegeben, daB er 
produkten des Arginins Citrullin isoliert hat. In seinem Versuch wurde 


folgende Versuche angestellt: 





fast unverdndert geblieben ist. 


bei der Bildung des Citrullins ausgeschlossen ist. 


» 


getrocknet wurden. Die Ausbeute betrug 5,95 g ( 


aus 


eine Lésung, die 26 g Arginin, 2 g Witte-Pepton und 5 g Traubenzucker 
enthielt, mit etwas gefaultem Pankreas versetzt und bei 37° stehen- 
gelassen. Aus dieser L6sung wurden nach 4 Wochen 2 g Citrullin isoliert. 
In meinen oben angegebenen Versuchen wurde aber kein Wachstum 
von Bakterien beobachtet, wonach eine Mitwirkurg von Mikroben 
Nur die Frage, ob 
Citrullin durch Einwirkung von Trypsin aus Arginin entsteht oder 
nicht, bleibt noch unsicher. Zur Klarung dieser Frage hat der Verfasser 


2,752 ¢ Arginin carbonat wurden in 27cem Wasser gelést, 0,1 g Trypsin 
(Merck) nebst Chloroform und Toluol zugesetzt und bei 37° stehengelassen. 
Nach 6 Wochen filtrierte man, setzte 5,5 g Flavianséure und einige Tropfen 
konzentrierter Salzséure zu und lieB nach kurzem 
stehen. Es schieden sich dabei tatelformige Kristatle des Argininflavianats 
ab, die abgesaugt, mit Athylalkohol gewaschen und im Vakuumexsikkator 
2,752 g Arginin-carbonat.) 


Erwarmen 24 Stunden 


Da in diesem Falle kein Citrullin aufgefunden wurde, ist der Nach- 
weis geliefert, daB das Arginin wahrend der tryptischen Verdauung 


' PD, Ackermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 66, 1931. 
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Isolierung des Citrullins aus trypt. Verdauungsprodukten des Caseins. ri 


Zusammenfassung. 


1. Durch tryptische Verdauung von Casein in neutraler Lésung 
wurde Citrullin isoliert und mit dem aus der Wassermelone isolierten 
Produkt identifiziert. Bei Verdauung in 0.2°,iger Natriumcarbonat- 
losung konnte man kein Citrullin nachweisen, statt dessen wurde 
Ornithin in ziemlich guter Ausbeute erhalten. 

2. Citrullin wird durch Einwirkung von Saure in Prolin verwandelt, 
wahrend durch Alkalien Ornithin gebildet wird. 

3. Ornithin ist sehr bestandig gegen Sauren. Selbst durch langeres 
Erhitzen mit konzentrierter Salzsiure wird es nur teilweise in Prolin 
umgewandelt. 

4. Es wird angenommen, daB das Prolin wahrend der Saiurespaltung 
des EiweiBes teilweise aus Citrullin, nicht aber aus Ornithin gebildet 
wird, obgleich ein Teil des Prolins auch als primares Produkt ent- 
stehen kann. 

5. Bei der Alkalispaltung oder bei tryptischer Verdauung des Ei- 
weibes entsteht Ornithin aus Citrullin. 

6. Trypsin hat keine Wirkung auf Arginin 








Uber die Bestimmung von 
anorganischer und Phytinphosphorsiure 
in Phytinpriparaten. 


Von 
K. Lindenfeld. 


(Aus dem Institut fiir Pharmazeutische und Toxikologische Chemie der 
Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 10. November 1952.) 


Fir die Analyse von Phytinpraparaten ist die Bestimmung des 
Gehalts an Phosphorsiure wohl am wichtigsten. 

Die Gesamtphosphorsdure, welche in diesen Praparaten enthalten 
ist, besteht aus 1. Phytinphosphorsdure, das ist der Teil der Phosphor- 
saure, welcher mit Inosit gebunden als Inositphosphorsdure den eigent- 
lichen Bestandteil der Phytinpraparate bildet, und 2. anorganischer 
Phos phorsdure. 

Fir die Beurteilung von Phytinpraparaten ist der Gehalt an 
Phytinphosphorséure maBgebend: sie sind natiirlich um so wertvoller, 
je mehr Phosphorsiéure in Form von Inositphosphorsauren in ihnen ent- 
halten ist und je weniger sie durch Salze der anorganischen Phosphor- 


siure verunreinigt sind. 


Die Bestimmung der anorganischen Phosphorsiure. 

Unter vielen Vorschriften fiir die Bestimmung von anorganischer 
Phosphorsiure in Phytinpraiparaten verdient Seligsons Methode  be- 
sondere Beachtung. Diese beruht darauf, daB zur Lésung des Phytin- 
priparates in verdiinnter Salpetersiure Ammoniummolybdat in reich- 
lichem CberschuB zugegeben wird: unter diesen Umstanden fallt die 
anorganische Phosphorsiure als phosphormolybdainsaures Ammonium 
aus, wobei die im UberschuB des Fallungsmittels leicht léslichen Ver- 


bindungen der Inositphosphorsiuren mit Molybdansiure in Lésung 
verbleiben. Die Fallung wird bei Zimmertemperatur vorgenommen. 
da unter dem EinfluB von warmer, saurer Ammonmolybdatlésung 
aus Inositphosphorsauren freie Phosphorsiure abgespalten wird. 
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K. Lindenfeld: Best. von anorg. u. Phytinphosphorsaure usw. Q 


Seligson gibt fiir die Bestimmung tolgende Vorschrift an!: 0,1 bis 0,2 g 
Substanz wird in 4cem 25° ig. HNO, gelést, dazu werden 8 ccm 43 ’ige 
Lésung von NH,NO, und dann 30cem 3°,ige Ammonmolybdatlésung 
zugegeben. Nach einigen Stunden wird das abgeschiedene phosphormolybdan- 
saure Ammonium abfiltriert, mit verdiinnter Lésung von NH,NO,, dann 
einige Male mit Alkohol, endlich mit Aceton gewaschen und im evakuierten 
Exsikkator ohne Trocknungsmittel getrocknet; die Menge der Phosphor- 
saure wird direkt aus dem Gewicht des phosphormolybdansauren Armmons 
berechnet. 

Die Resultate aber, die man bei Bestimmungen nach dieser Vor- 
schrift erhielt, waren nicht iibereinstimmend, und zwar weil gemeinsam 
mit phosphormolybdainsaurem Ammonium auch Molybdinséure aus- 
kristallisierte. Bei weiterer Untersuchung hat sich erwiesen, daB die 
Reagenzien nicht passend gewahlt waren, da nach Mischung derselben 
ohne Zugabe von Phytin bald ein reichlicher Niederschlag von Molybdin- 
siure entsteht; bei Anwesenheit von Phytin hangt die Abscheidung 
von Molybdansaiure von der Konzentration des Phytins ab, und zwar 
wird bei 0,1 g Substanz schon nach kurzer Zeit reichlich Molybdansiure 
abgeschieden, bei 0,2 g langsam und in geringer Menge, bei 0,3 g¢ findet 
auch nach 24 Stunden keine Abscheidung statt. 

Vollkommen befriedigende Resultate werden nach folgender Vor- 
schrift erhalten: 


Erforderliche Reagenzien. 


1. 10° ,ige Salpetersdure. 2. 25° ige Lésung von reinem NH,NO,*. 
3. Sulfatmolybddnreagens nach Lorenz?. 50 g¢ Ammoniumsulfat werden in 
500 cem Salpetersaure (spez. Gew. 1,36) gelést. Ferner l6st man 150 g 


Ammoniummolybdat in 400 cem heiBen Wassers und gieBt diese Lésung 
nach dem Erkalten in diinnem Strahl unter Umriihren in die ammonium 
sulfathaltige Salpeterséiure, fiillt zum Liter auf, laBt die Lésung 2 Tage 
stehen, filtriert und bringt das fertige Reagens in eine Flasche aus braunem 
(as, welche an einem dunklen und kiihlen Ort aufbewahrt wird. 4. 2 'ige 
Lésung von reinem NH,NO,, mit einigen Tropfen Salpetersiure angesiuert. 
5. 95° iger Alkohol, neutral und ohne Riickstand verdampfbar. 6. Aceton 
..pro analysi‘, neutral, ohne Riickstand, frei von Aldehyden und Wasse1 
(entwassertes CuSO, mit Aceton geschiittelt, soll keine blaue Farbung 
annehmen). 


Ausfiithrung der Bestimmung. 


0,1 bis 0,3. g Substanz, genau abgewogen, werden in 3cem 10° ig. 
HNO, gelést, dann werden 20 cem 25° ,ige NH,NO,-Lésung und 11 cem 
Wasser, ferner 6 ccm frisch filtriertes Sulfatmolybdaénreagens zugegeben 
und die Fliissigkeit waihrend '/, Minute gemischt. Ist die Lésung der Sub- 
stanz in HNO, triibe, so verdiinnt man dieselbe mit 5ccem 25° iger 
NH,NO,-Lésung und filtriert; GefaB und Filter wascht man mit den 
iibrigen 15 cem derselben Lésung und 11 cem Wasser. 


' Untersuchung der Phytinpraparate (russisch), 8.41. Moskau 1930. 
* 25¢ NH,NO, in 100 cem Loésung. 
* Zeitschr. f. analyt. Chem. 51, 168, 1912. 
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Nach 3 bis 4 Stunden wird der Ammoniumphosphormolybdatniede1 
schlag abfiltriert, mit 2° iger NH,NO,-Loésung, dann zwei- bis dreimal 
mit 95°,igem Alkohol und drei- bis viermal mit Aceton, gewaschen und 
'/, Stunde in einem evakuierten Exsikkator ohne Trocknungsmittel ge- 
trocknet, endlich genau gewogen. Die Menge der H, PO,, als P berechnet, wird 
durch Multiplizieren des Gewichtes des phosphormolybdiainsauren Ammons 
mit 0.01525 gefunden. 





Das Ammoniumphosphormolybdat scheidet sich in éuerst kleinen 
Kristallen ab; zum Filtrieren sind Porzellanfiltertiegel sehr geeignet; auch 
laBt sich der Niederschlag leicht nach der Preglschen Vorschrift abfiltrieren 
und sammeln ?. 

Der Faktor wurde durch Fallung bestimmter Mengen von Phosphor- 
siure nach der oben angegebenen Vorschrift bestimmt. Die Phosphorséure 
wurde durch Abwiegen einer Lésung von H, PO, gemessen, deren Konzentra- 
tion nach Liebes Mikromethode bestimmt worden war, dann wurde Wasser 
bis zum Volumen von 11 cem und die Lésungen. von NH,NO, und Ammon- 
molybdat zugegeben. 





H, PO,, als P Filtriert nach Erhaltener 
berechnet Ablauf von Niederschlag Faktor 
mg Stunden mg 
0,8565 4 55,92 0,015 30 
1,696 3 111,11 0,015 27 
2,117 + 138,08 0,015 33 
1,691 5,5 111,21 0,015 21 
2,960 3,5 195,39 0,015 15 





Zugabe kleinerer Mengen von NH,NO,, als oben angegeben, ergibt 
fir den Faktor variable Werte. Z.B. durch Mischung von 3 ccm 10° vig. 
HNO,, 21 cem Wasser, 10 cem 25° ig. NH,NO,-Lésung und 6 cem Sulfat- 
molybdanreagens wurde erhalten: 





Hz PO,, als P Filtriert nach Erhaltener 
berechnet Ablauf von Niederschlag Faktor 
mg Stunden mg 
: 0.8468 4 54,47 0,014 73 
1,683 5 111,91 0.015 04 
2.113 3 137,89 0,015 33 


Unter den obigen Fallungsbedingungen ist die Abspaltung von freier 
Phosphorsaéure aus den Inositphosphorséuren so gering, daB sie ohne jeden 
EinfluB auf das Resultat bleibt, wie folgende Zusammenstellung zeigt. 





Gefunden 
Erhaltener Niederschlag anischer P 
nach Ablauf von Stunden selon 9 savy 
4 0,028 
7 0,029 
30 0.053 
120 0,107 


! Die quantitative organische Mikroanalyse, 8. 140, 148, 149, 1930. 
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Best. v. anorg. u. Phytinphosphorsaure in Phytinpraparaten. 1] 


Zur Untersuchung diente ein von anorganischer Phosphorsaure fast 
freies Phytinpraparat. Zur Gewinnung eines solchen Praparats wurden 
8g Substanz in einer Mischung von 5v.cem konz. HNO, mit 300 cem 
Wasser gelést und mit einer Lésung von 85g NH,NO, und 30 ¢ Ammon 
molybdat in 600 cem Wasser versetzt. Nach Ablauf von 24 Stunden wurde 
filtriert und zum Filtrat Ammoniak im UberschuB zugegeben. Der ab- 
geschiedene Niederschlag wurde filtriert, mit Wasser gewaschen und aut 
dem Filter in verdiinnter HCl gelést. Die Lésung wurde mit Wasser vet 
diinnt, dazu etwa 20 cem 10° ,ige CaCl,-Lésung gegeben und mit Ammoniak 
im Uberschu®8 gefallt. Der abfiltrierte Niederschlag wurde sorgfaltig mit 
Wasser, dann mit Alkohol gewaschen und im Vakuum tiber konzentrierter 
H,SO, und Atzkali getrocknet. Das Praparat enthielt 0,028 ° , anorganischen 
P (0.3048 g Substanz gaben 5,52 mg Ammonphosphormolybdat ). 


Um die nach der obigen Methode erhaltenen Resultate zu kon- 
trollieren, wurden bestimmte Mengen H,PQ, zu einem Phytinpraparat, 
das fast keine anorganische Phosphorsiure enthielt, zugegeben. Wie 
ersichtlich, stimmen die gefundenen Mengen der Phosphorsiure mit 
den zugegebenen ziemlich genau iiberein. 

Fur diese Versuche wurde ein Phytinpraparat verwendet, das nach der 


obigen Vorschrift gewonnen war und 0,028°, anorganischen P enthielt. 
In den mitgeteilten Werten ist dieser Gehalt bereits beriicksichtigt. 








H, PO, zugegeben H, PO, gefunden 
Menge des n - ae 
Phytinpraparats Als P Als %J> P Als P Als °9 P 
berechnet im Phytinpriparat berechnet im Phytinpriparat 

g mg berechnet mg berechnet 

0,827 0,255 0.815 0.251 

2,121 0,659 2,118 0,658 

0.3166 3,140 1,077 3,436 1,085 


Die Bestimmung von Phytinphosphorsiure. 


Lie Phytinphosphorsdure wird in den Phytinpraparaten indirekt 
bestimmt, und zwar nach der Differenz: Gehalt an Gesamt phos phorsdure 
minus Gehalt an anorganischer Phosphorsdurc. Genaue Resultate sind 
nur auf diese Art erhaltlich, da wir bis heute keine Methode besitzen, 
die eine direkte Bestimmung von Phytinphosphorsiure mit aller Ge- 
nauigkeit erlaubt. Heubner und Stadler! haben zwar eine Methode 
fiir die Bestimmung von Phytinphosphorsiure in Phytinpriparaten 
bearbeitet, jedoch sind die auf diese Art erhaltenen Resultate nicht so 
genau wie nach der Differenzmethode gefundene. Wo es sich aber 
hau ptsichlich um leichte und rasche Ausfiihrung der Bestimmung und 
keine groBe Genauigkeit handelt, ist die Methode von Heubner und Stadler 


sehr niitzlich. 


' Diese Zeitschr. 64. 422. 1914. 
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Erforderliche Reagenzien. 


l. Titrierte FeCl,-Lésung in 0,6°, HCl, 0,15 bis 0,20°, Fe ent- 
haltend. 2. 6° .7ge HCIl-Lésung. 3. 0,5° ige wasserige NH,C NS-Loésung 


Austiihrung der Titration. 


0.2 bis 0.3 ¢ genau abgewogene Substanz werden in 10 cem 6° ig. HC! 
gelést, dazu 10 com NH,CNS-Lésung und 80 com Wasser gegeben und mit 
FeC],-Lésung titriert. FeCl, wird anfanglich in Mengen je 1 bis 2.cem zu 
yegeben; die entstehende rote Farbung verschwindet nach Mischung de1 
Flissigkeit. Gegen Ende der Titration beginnt sich ein flockiger Nieder- 
schlag abzuscheiden. Von hier an werden je 3 bis 4 Tropfen FeCl, zugegeben, 
und die Farbung der Fliissigkeit tiber dem Niederschlag wird auf weiBem 
Grunde untersucht. Das Titrieren ist beendet, sobald die Fliissigkeit 
blaBrosa wird und diese Farbung binnen 5 Minuten behalt. 

Ich gebe hier die nach Heuwbner und Stadler an einigen Phytinpraparaten 
erhaltenen Resultate an, in denen der Phytinphosphor auch nach der Differenz- 
methode bestimmt wurde. Zu bemerken ist, daB besonders schwer das 
Ende des Titrierens zu bemerken ist. da die Rosafarbung meistens nicht 
auf einmal hervortritt, sondern allmahlich und in den ersten Momenten 
gelblich erscheint. 





Titer der FeCl,-Lésung: | cem 1.814 mg Fe. 
ala Verbrauchte 
Substanz Fe Cl,-Lisung 
g ecm 











Probe I 0.2878 28,1 
| nade | 0,2872 23,3 
Phytin ,Ciba“ iN - 
; 0,2540 24,4 
) > 
Probe I] | 0.2060 19.8 
bbe ,  0,2057 18.8 
Probe | | 0.2582 23.8 
Praparat A 
Probe TI { 0,2122 20,0 
srt | 0,2769 26.5 
0.2308 21.9 
raps robe nae Tee | on ’ 
Praparat B, Probe I 0.3053 28.9 


Die Zusammenstellung der erhaltenen Werte zeigt, daB 1 mg Fe 
ziemlich genau 1,20 mg Phytin-P entspricht; der Durchschnittswert 
betrigt 1,202, von Heubner und Stadler wird der Wert P/Fe = 1,19 
angenommen. Rather!, der nach Heubner und Stadler Salze der 
Inositpentaphosphorsaure titrierte, welche er aus Baumwollsamen 
und Reis- und Weizenkleie erhalten hatte, fand P/Fe — 1,207. Wenn 


1 J. Amer. chem. Soc. 39, 2506—2515. 
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, Phytin-P nach Titrieren 


\e hereehne 
Phytin-P mit FeCl erechnet 


ach de papel . . : : 
oo tad ganischer I » bei " bei Fe 
berechnet Fe 1,19 Fe 1,20 
‘ 21,1) > | 21,2) ‘ 1,203 
robe 913 0,42 21.13 21.3 4 
os wat ‘ 21.2) 119 ong) FE3 1196 


Phytin Ciba‘ * 


Pane an 20,7) ane | 2091 « 1,212 
| Probe Il 21,12 0,37 90°7| 20,7 20,91 20.9 1.942 
" «(19,71 19.9) . 1,205 
( robe | 19,97 0,83 19.9| 19.8 20.1} 20.0 1194 

Praparat A- - 00.3) 20.5) 12 
=< ane ‘ 9.91 9 20,91 on er ALi) 
lProbe M2060 0,39 205) 794 20.8) 79:69 1°195 
en 20,4) 20,6) . 1,196 

Pans “sbe 2 9 , 

Praparat B, Probe l-. . 20,58 1,09 20.4 | 20,4 901.6 | 20,6 1199 


* Es sei an dieser Stelle erinnert, dati Heubner und Stadler ihre Experimente mit inosit- 
phosphorsaurem Natrium durchfiihrten, das sie zu diesem Zwecke von der Firma .Ciba* er- 
halten haben. 


man also bei der FeCl,-Titration von Phytinpraparaten sich des Faktors 
1,20 bedient, so erhilt man dem wirklichen Gehalt an Phytinphosphor 
naher liegende Resultate als mit dem Faktor 1,19, welcher nach Heubner 
und Stadler gilt. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Vorschrift fiir die Bestimmung der anorganischen 
Phosphorsaure in Phytinpraparaten angegeben. Bei der Bestimmung 
von Phytinphosphor in Phytinpriparaten nach der Methode von 
Heubner und Stadler erhalt man mit dem Faktor 1,20 richtigere Werte. 


Uber den Aufbau und Abbau der Aminosiuren'. 


Von 


Charlotte Blasche. 
(Aus der Il. Medizinischen Universitatsklinik, Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 30. September 1932.) 


Ich stellte mir die Aufgabe, die Frage nach Auftreten von 
Zwischenprodukten beim Ab- und Aufbau von Aminoséuren weiter 
zu klaren, und zwar sollte das im urspriinglichen Arbeitsplan nach 
zwei Richtungen geschehen: Erstens indem Untersuchungen iiber 
die Umwandlung iminogruppenhaltiger Substanzen auf rein chemischen: 
Wege in Aminosiiure ausgefiihrt wurden, und zweitens durch Aufsuchen 
von biologischen Systemen, die eine solche Reaktion auch unter Be- 
dingungen des Organismus erméglichen. Zur Verfolgung der ersten 
Aufgabe wurden die Iminogruppen des Béttinger-Gemisches und die 
Iminodipropionsaure benutzt. Zur Priifung der zweiten rage wurden 
zunichst Vorstudien tiber die Starke der fiir die Reduzierung not- 
wendigen alkalischen Reaktion angestellt. Zunachst wiederholte ich 
die Versuche von Knoop und hydrierte Ketonsiuren in Gegenwart 
von Palladium als Katalysator in einer Wasserstoffatmosphire, hatte 
also das System C=0 und NHg,, also wie Anoop annimmt, Imino- 
siure in statu nascendi. Die Ergebnisse waren Aminosiuren, rein in 
50- bis 60°,ig. Ausbeute, wie aus folgenden Zahlen ersichtlich. Die 
Hydrierungen wurden genau nach den Angaben von Knoop ausgefihrt 
in einer 23°%,igen wasserigen Ammoniaklésung mit 0,5g Palladium 
als Katalysator. Die Stickstoffbestimmungen nach Ajeldahl, die Amino- 
stickstoffbestimmungen nach van Slyke und durch Formoltitration 
nach Sdrensen. 


Katalytische Hydrierung der Ketonsiuren. 


1. Phenylbrenztraubenséure, 2. Phenylglyoxylsiure, 3. Phenyl- 
ketobuttersaure. 


1 Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft durchgeftihrt. 
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la. 2g Phenylbrenztraubensiure in 35cem 22°,ig. NH,OH mit 
05g Palladium. Nach 3'/,stiindigem Schiitteln theoretische Wasserstoff- 
aufnahme. Nach Abfiltrieren des Katalysators und Einengen der Fliissig- 
keit auf dem Wasserbad werden 0.78 g Phenylalanin gewonnen. Schmelz- 
punkt 263°. 


Aminostickstoff gefunden ........+.+ +... 8,404% 
I ee ae oe ae ee 
Gesamtstickstoff in 0,0173 g Substanz ....... . 0,001501¢ 
ee a ee ee ee eee ae eer 


Ib. Zur Klarung der Frage, wie stark die Alkalitat bei der H ydrierung 
sein muBb, wird jetzt statt der konzentrierten Ammoniaklésung eine 33 ° .ige 
Ammoniumchloridlésung verwendet, sonst ist die Versuchsanordnung die 
gleiche, wie in dem vorangegangenen Versuche. Das Ergebnis nach der 
iiblichen Behandlung ist: erstens nur sehr geringe Wasserstoffaufnahme, 
zweitens von den 2g Phenylbrenztraubensiure, die verwendet wurden 
werden 0,82 g unverandert zuriickerhalten, im iibrigen ist nur Ammonium- 
chlorid zu isolieren. 


2a. Phenylglyoxylsaure, 1g mit 0,5g¢g Palladium in 30cem 23°” Vig. 
NH,OH. Nach 2 Stunden theoretische Wasserstoffaufnahme. Nach 
Abfiltrieren des Palladiums und Einengen der Fliissigkeit werden 0,59 g 
reine Phenylaminoessigséure isoliert, Schmelzpunkt 273°. Bei Knoop 


ore 


angegebener Schmelzpunkt 273°. 


Aminostickstoff gefunden ......:+++6+24- 911% 
eee ae ae ae eee ee ees iy A 
Gesamtstickstoff in 0,016 g¢ gefunden... ... . . 0,0014795¢ 
ROS ES Se se wow = ~ OR 


2b. 1g Phenylglyoxylsiure in 35ccem 33° ig. NH,Cl mit 0,5¢ 
Palladium. Geringe Wasserstoffaufnahme, die nach fiinfstiindigem Schiitteln 
beendet ist. Nach Abfiltrieren des Katalysators kann keine aminogruppen- 
enthaltende Substanz isoliert werden. 


3a. 1g Phenylketobutterséure mit 0,5 g Palladium in 35 ccm 23° ig. 
NH,OH. Nach 3Stunden theoretische Wasserstoffaufnahme. Nach 
iiblicher Weiterverarbeitung werden 0,62 g Phenylaminobutterséure 
isoliert. 


Aminostickstoff gefunden .....+ ++ «+20 0 Ween 
Ee eae ae ee a ee ee | a A 


Gesamtstickstoff in 0,0132 g Substanz gefunden . . . 0,0009762 g 
ee ee eee a ee 


3b. 1g Phenylketobutterséure mit 0,5 g Palladium in 35 cem 33° Vig. 
NH,Cl. Geringe Wasserstoffaufnahme, die nach 4 Stunden nicht mehr 
zunimmt. Katalysator abfiltriert, die Lésung auf dem Wasserbad ein- 
geengt. Eine aminostickstoffenthaltende Substanz kann nicht isoliert 
werden. 


Wie also aus den Ammoniumchloridversuchen eindeutig hervor- 
geht, ist ionisiertes NH, nicht imstande, zur Aminosaure zu fihren. 
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Die Versuche mit Iminokérpern begann ich mit einer [minodi- 
carbonsiure, die nicht die NH-Doppelbindung aufweist, sondern 
tolgende Konstitution hat: 


CH, CH, 
H—C NH C—H; 
COOH COOH 


die NH-Gruppe jedoch auch in «-Stellung zur Carboxylgruppe. 
In keinem der angestellten Versuche gelang es, durch Reduktions- 
katalyse zur Aminoséure zu kommen, auch wenn ich die der N H-Gruppe 
henachbarten Glieder inderte; es konnte schlieBlich bei allen Versuchen 
unveranderte Iminodipropionsiure zuriickgewonnen werden, ob ich 
nun von der Saure selbst oder vom Nitril oder vom Dimethylester 
ausging, wie im folgenden gezeigt. Ich schlo®B daraus, daB, wenn dic 
Iminosiure das Zwischenprodukt beim Aufbau und Abbau der Amino- 
siuren ist, nur die NH-Doppelbindung bei diesem ProzeB als einzig 
wirksame Gruppe in Betracht kommen kann, da ja alle iibrigen Be- 
dingungen bei der Iminodipropionsiure erfiillt waren, und doch die 
Reduktionskatalyse in keinem Falle zur Aminosiure fiihrte. 


Hydrierung der [minodipropionsiure. 


la. 2g Séure mit 0,5 g Palladium in 35cem 23° ig. NH,OH. Nach 
sechsstiindigem Schiitteln noch keine Wasserstoffaufnahme. Der Kata- 
lysator wird abfiltriert, die Lésung auf dem Wasserbad eingeengt. Dabei 
wird ein weiBer, kristallisierter K6rper isoliert, der bei 230 bis 231° schmilzt. 
Die wiasserige Lésung dieses K6rpers reagiert schwach sauer. Gesamt- 
stickstoffgehalt 15,9°). Mit Nessler gepriift, positive NH,-Reaktion. 

Ib. 2g Iminodipropionsiure mit 1,0 g Palladium in 35cem 23° vig. 
NH,OH. Nach 5 Stunden keine Wasserstoffaufnahme. Ubliche Ver- 
arbeitung. Isolierung weiBer Kristalle vom Schmelzpunkt 231 bis 232° 
Die wiasserige Lésung dieser Kristalle reagiert schwach sauer, ergibt, mit 
Nessler auf Ammoniak gepriift, positiven Ausfall der Probe. Es handelt 
sich ‘offenbar um wenig unverdanderte Iminodipropionsiure, daher dic 
saure Reaktion, und gr6éBtenteils um das saure Ammoniumsalz dieser Saure. 

Gesamtstickstoffgehalt dieser Substanz gefunden. . . . 15,9 °, 
Gesamtstickstoffgehalt fiir das saure Ammoniumsalz be- 
RG cae, 6 Gata Nid ia eae we ee Oe 

Durch Erwiirmen mit Sodalésung wird die Substanz vom Ammoniak 
vollstandig befreit. Danach Schmelzpunkt 234°. Fiir lminodipropionsaure 
in der Literatur Schmelzpunkt 234° angegeben. 

Gesamtstickstoffgehalt . .. .. . . 856°, 
Aminostickstoffgehalt . . .. . . . 0.0, 
also reine Iminodipropionsaure zuriickgewonnen. 

2. Nitril, Schmelzpunkt 68°. 

Hydrierung von 2g mit 0.5¢ Palladium in 35cem 23° ig. NH,OH. 
Nach sechsstiindigem Schiitteln kaum merklicher Wasserstoffverbrauch. 
Nach Abfiltrieren des Katalysators und Einengung der Lésung auf dem 
Wasserbad werden weiBe Kristalle erhalten mit dem Schmelzpunkt 234°. 
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Gesamtstickstoffgehalt 8,715 ° 
[minodipropionsaure. 


» kein Aminostickstoffgehalt. Also reine 


3. Dimethylester der Iminodipropionsaure. 

Hydrierung von 2 g mit 0,5 g Platin in 35 cem 23°,ig. NHyOH. Nach 
5 Stunden geringe Wasserstoffaufnahme, die nicht weiter zunimmt. Nach 
Abfiltrieren des Katalysators und Einengung der Fliissigkeit auf dem 
Wasserbad hinterbleibt eine zih sirupése, farblose Substanz mit einem 
Gesamtstickstoffgehalt von 16,0°, und ohne Aminostickstoff. Diese Sub 
stanz wird mit Schwefelsiure verseift. Durch Versetzen mit Baryt- 
lauge wird dann das Bariumsalz der Iminodipropionsiure erhalten. 
Gesamtstickstoffgehalt 5,28°,. 5,1°,, fiir das saure Bariumsalz berechnet. 

Durch Ausfallen des Bariums mit der berechneten Menge Schwefelsiure 
wird die freie Iminodipropionsiure erhalten. | Schmelzpunkt 234 bis 235°. 

Gesamtstickstoff gefunden 8,59"; berechnet 8,69° 


kein Aminostickstoffgehalt. 


Als Iminosiure mit NH-Doppelbindung verwendete ich das von 
Béttinger angegebene Salzgemisch, das man erhilt, wenn man Brenz- 
traubensiure zu einer alkoholischen Ammoniaklésung gibt: da ja die 
freien Iminosiuren so reaktionsfihige, labile Kérper sind, daB sie nicht 
isoliert werden kénnen. Die Frage der Zusammensetzung dieses Ge- 
misches schien allerdings nicht vollstandig klar, da Boétlinger selbst in 
seiner Arbeit angibt, daB es aus Iminobrenztraubenséureamid und 
iminobrenztraubensaurem Ammonium! besteht, Wieland dagegen 
spricht von einem Gehalt an iminobrenztraubensaurem Ammonium 
und brenztraubensaurem Ammonium. Beide Autoren stimmen jedoch 
darin tiberein, daB die Iminobrenztraubensiure als Ammoniumsalz 
darin vorhanden ist, und so schien das Gemisch fiir meine Zwecke 
durchaus geeignet. Die Analysen des Gemisches ergaben nun zu meiner 
Uberraschung stets einen Gehalt an Aminogruppen, der sich auf etwa 
25% vom Gesamtstickstoffgehalt belief, und den weder Wieland noch 
Béttinger angeben. Natiirlich war es zur Bestimmung der Amino- 
gruppen nétig, erst Ammoniak voéllig aus dem Gemisch zu entfernen, 
was durch Luftdurchsaugen und Schiitteln mit Permutit glatt gelang. 
Die nachsten Untersuchungen galten der Frage, wie verhalt sich das 
Gemisch bei der Hydrierung in Wasserstoffatmosphire mit Palladium 
als Katalysator. Diese Versuche wurden genau so angestellt, wie dic 
Hydrierungen der Ketonsiuren. In den zahlreichen Versuchen fand 
ich stets ein Anwachsen des prozentualen \minosiuregehaltes und 
schloB daraus anfangs, daB bei der Hydrierung wirklich neue Amino- 


1 Béttinger selbst suchte diese Iminobrenztraubenséure im Gemisch 
als Silber- und als Bleisalz zu identifizieren. Das Silbersalz zeigte nach 
seinen Analysen folgendo Stickstoff- und Silberwerte: Ag 55,69, N 7,20; 
fiir iminobrenztraubensaures Silber berechnet Ag 55, 67, N 7,25. Das Blei- 
salz jedoch zeigte einen etwas héheren Bleigehalt als fiir das iminobrenz- 
traubensaure Blei berechnet. Gefunden 58,47°,,. berechnet 54,62°., Pb. 


, ) 
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gruppen entstehen, daB also die angenommenen Iminogruppen im 
Bottinger-Gemisch in Aminogruppen itibergehen. 

1. Béttinger-Gemisch, dargestellt am 29. Oktober 1931. Gesamit - 
stickstoffgehalt 19,2°,, Aminostickstoffgehalt 21,5°, vom  Gesamt- 
stickstoff. 


2g des Gemisches in 35cem 23°,ig. NH,OH und 0,5g¢g Palladium. 
Nach 3 Stunden ist die Wasserstoffaufnahme beendet. Der Katalysator 
wird abfiltriert. die Lésung auf dem Wasserbad eingeengt. Es hinter- 


bleibt ein gelber K6rper,. der erst sirup6és ist, im Vakuum aber kristallinisch 
wird. Der K6rper ist auBerordentlich hygroskopisch, laBt sich nicht reinigen. 
Durch Luftdurchsaugen und Schiitteln mit Permutit wird die wisserige 
Lésung dieses Kérpers vom NH, vollstandig befreit. Danach ergibt die 
Aminostickstoffbestimmung einen Gehalt der Lésung von 78,2°,, Amino- 
stickstoff vom Gesamtstickst off. 

2. Béttinger-Gemisch, dargestellt am 3. November 1931. | Gesamt- 
stickstoffgehalt 20,1°,,, Aminostickstoff 22,4°,, vom Gesamtstickstoff. 

2g dieses Gemisches werden in 30cem 23°,ig. NH,OH mit 0,5 ¢ 
Palladium hydriert. Nach 3 Stunden ist die Wasserstoffaufnahme beendet. 
Verarbeitung wie oben. Ergbenis: gelbbrauner Ko6érper, der nach Ent- 
fernung von Ammoniak einen Aminostickstoffgehalt von 78,2°, vom 
Gesamtstickstoff aufweist. 

Bei dem groBen Bedarf an Béttinger-Gemisch war ich gezwungen, 
mir oft solches darzustellen. Dabei machte ich die Beobachtung, daB 
erstens das Béttinger-Gemisch bei jeder Darstellung eine etwas andere 
Zusamnmensetzung zeigt, denn der Gesamtstickstoffgehalt wechselte 
zwischen 18 und 21°%,. Ferner fand ich folgendes: Frisch bereitetes 
und von NH, durch Luftdurchsaugen und Schiitteln mit Permutit 
befreites Gemisch zeigte einen Aminostickstoffgehalt von beispielsweise 
24,5°%, vom Gesamtstickstoff. Nachkontrolle nach 2 Tagen ergab 
jetzt einen Aminostickstoffgehalt von 26,7°%. Nach weiteren 3 Tagen 
hatte der Prozentgehalt an Aminogruppen 28,1 °%, erreicht, und stieg 
ohne jegliche Behandlung in der nichsten Zeit allmihlich noch etwas 
weiter an. Ganz ahnliche Ergebnisse zeigen alle Untersuchungen, die 
zur Kontrolle angestellt wurden, wie aus unten genannten Zahlen zu 
ersehen. 


Béttinger-Gemisch, dargestellt am 11. Februar 1932. 


11. Februar: Aminostickstoffgehalt vom Gesamtstickstoff. . . 22,1°,, 


KO 


12. = i ee o- + + aoe 
15. e ” J *” + 3 ete 
18. 7 ” me * + « Se Pe 
22. ee ” os os o 0 « 843% 
27. pa ‘ ‘ 36,2% 


Béttinger-Gemisch, dargestellt am 19. Februar 1932. 


19. Februar: Aminostickstoffgehalt vom Gesamtstickstoff. . . 21,7°, 


. . - ‘a ‘i « » 848% 
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Ich legte mir nun die Frage vor, ob das Anwachsen der Amino- 
gruppen beim einfachen Stehenlassen, sowie bei der Hydrierung nur 
relativ ist, oder auch einem absoluten Mehrwerden entspricht, und 
muBte dabei feststellen, daB das letztere nicht der Fall ist. Das An- 
wachsen der Aminogruppen war nur relativ und wurde dadurch bedingt, 
daB aus dem Gemisch stickstoffhaltige Substanzen Ammoniak abspalten, 
und daher automatisch der Aminostickstoffanteil am Gesamtstickstoff 
wachst. Bei der Hydrierung oder gar erst bei der Nachbehandlung, 
also beim Erhitzen auf dem Wasserbad, wird dieser ProzeB nur be- 
schleunigt. Die daraufhin angestellten neuen Untersuchungen ergaben 
nun also das Gegenteil meiner ersten Annahme: Es ist nicht méglich, 
mit Hilfe der Reduktionskatalyse im B0ttinger-Gemisch neue Armino- 
gruppen zu bilden. Dies zeigen folgende Versuche: 





Aminostickstoff Gesamtstickstoff Aminostickstoff 

mg mg 9} 

yh es 58,936 157.5 37.4 
3 Tage spitter. . . . 61,716 155,715 39,6 
Eydriemtty . 2... 57,213 79,371 72,0 
a 18,95 46,76 49.6 
3 Tage spiter. . . . 18,63 43,49 42.8 
Mydrietty . . 2. ss 17,91 28,94 61,9 
ae 11,33 23,72 46.6 
eo ee 11,58 23,54 47,1 
GENE. 215s 4 5 10,12 15,34 67,5 

4. Anfangs ...... | 33,852 94,92 35,6 
1 Tag spater .... 32,956 91,241 36,1 
i ee 31,54 48,37 65,2 


Nach dieser Feststellung muBte ich also meine anfangliche Annahme, 
daB im Béttinger-Gemisch durch Reduktionskatalyse aus den von 
Wieland und Béttinger angenommenen Iminogruppen Aminogruppen 
entstehen, fallen Jassen. Es ging aus den Versuchen vielmehr klar hervor, 
da8B die Synthese von Aminogruppen, wie sie bei der Reduktionskatalyse 
von Ketonsiuren bewiesen ist, hier in keinem Falle gelang. Danach 
muBte man annehmen, daB im Gegensatz zur Auffassung von Boéttinger 
und Wieland im _ Béttinger-Gemisch entweder keine Iminogruppen 
vorhanden sind, oder aber gegen die Meinung von Knoop und Wieland, 
da die Iminogruppen nicht die Zwischenstufen beim Aufbau und 
Abbau der Aminosauren sind. Wieland fand nun ferner, dab aus dem 
Béttinger-Gemisch beim Schiitteln desselben in n/10 Schwefelsaure bei 
88° Kohlenséure, Ammoniak und Aldehyd entstehen. Er deutet dice 
Befunde so, da ebenso wie aus den Aminosiuren bei der Oxydation 
auch aus den Iminosiuren diese Abbauprodukte entstehen. Damit 


2% 
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glaubt er bewiesen zu haben, daB die Lminosiure das Zwischenprodukt 
beim oxydativen Abbau der \minosauren ist. Nachdem ich aber fest- 
gestellt habe, daB im Béttinger-Gemisch im erheblichen Umfange Amino- 
gruppen vorhanden sind, liegt die Frage nahe, ob die von Wieland 
gefundenen Abbauprodukte nicht auch aus den urspriinglich vor- 
handenen Aminogruppen stammen. Rechnet man diese Frage zahlen- 
miBig durch, so ergibt sich jedoch, daB nicht annahernd soviel Amino- 
stickstoff verschwindet, wie Ammoniak entsteht. Ob aber die Ent- 
stehung von Ammoniak auf Iminogruppen beruht, ist nach meinen 
friiheren Untersuchungen durchaus fraglich. Es ist anzunehmen, dai 
die Iminogruppen, die nach Wieland die Ausgangspunkte fiir die oxy- 
dative Bildung von Kohlensiure, Ammoniak und Aldehyd sein sollen, 
wohl auch ciner Reduktionskatalyse unterzogen werden kénnten. Da 
die letztere Méglichkeit nach meinen Untersuchungen nicht besteht, 
méchte ich auch die Wielandsche Annahme fiir zweifelhaft halten. 
Es bleibt nur die Auffassung tibrig, daB die von Wieland gefundenen 
Abbauprodukte aus anderen, noch nicht bekannten, stickstoffhaltigen 
Substanzen im Béttinger-Gemisch stammen. 


Ich wiederholte die Versuche von Wieland, schiittelte nach seinen 
Angaben Béttinger-Gemisch in n/10 Schwefelsiure und verfolgte auch 
den Gehalt an Aminostickstoff vor der Behandlung und danach. Ich 
fand auch bei dieser Versuchsanordnung ein Anwachsen des Prozent 
gehaltes an \minostickstoff zum Gesamtstickstoff. Die weiteren 
Bestimmungen bewiesen ebenfalls hierbei, daB die absoluten Mengen 
an Aminostickstoff nicht zunahmen. Dieselben Versuche mit Kohle 
als Katalysator fiihrten zu noch starkerem relativen Anwachsen des 
Aminostickstoffgehaltes, bis zu 80°. Es fand sich aber bei letzteren 
Versuchen immer eine starke Abnahme des Gesamtstickstoffs, die mehr 





Amino- Gesamt- | Amino- N H;- 
stickstoff stickstoff stickstoff stickstoff 
mg mg 9 mg 
oc eso 58,936 157,5 37,4 
Unbehandelt nach 24 Std. . 61,716 155,715 39,6 6,664 
Mit Kohle geschiittelt . . 15.612 18.534 84,2 65,296 
By CS om Way ns 8 18,631 43,489 42.8 
Ohne Kohle geschittelt . 23,189 31,951 72.5 8,9 
Mit Kohle geschiittelt . . 5,321 6,111 $7,0 17,2 
Unbehandelt nach 24 Std. . 19,962 39,9 50.0 1,66 
o Meee. ck ke 11,35 23,72 46,6 
Unbehandelt nach 24 Std. . 11,58 23,54 49,1 1,12 
Ohne Kohle geschittelt . 10,91 16,72 64,3 6,8 
i 33,852 94,92 35,6 
Unbehandelt nach 24 Std. 32,956 91,241 36,1 1,596 


Ohne Kohle geschiittelt . 35,42 64,51 54,9 26,84 
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auf Kosten der anderen stickstoffhaltigen Substanzen im Boéttinger- 
Gemisch ging, als auf Kosten der aminogruppenhaltigen Koérper, was 
aus vorstehenden Zahlen hervorgeht. 

Die Lésung wurde nach dem Schiitteln so verarbeitet, daf} sie mit 
Calciumhydroxyd deutlich alkalisch gemacht wurde. Darauf wurde 
im Vakuum das Ammoniak abdestilliert und quantitativ in cisgekiihlten 
Vorlagen aufgefangen, in denen genau bekannte Mengen Schwefelsiure 
vorhanden waren. Durch Zuriicktitrieren der iiberschiissigen Siure 
mit Natronlauge erhielt man den Ammoniakgehalt. In der von 
Ammoniak befreiten Lésung wurde der Gesamtstickstoff nach A jeldahl 
und der Aminostickstoff nach van Slyke und durch Formoltitration 
nach Sdrensen bestimmt. 


Zusammenfassend mu gesagt werden, dab, wenn im Lotlinger- 
Gemisch Iminosiure vorhanden ist, diese wohl nicht als Zwischen- 
produkt in Betracht kommt, wenn aber das Gemisch keine Imino- 
gruppe enthilt, was nach allem Gesagten immerhin zu erwagen ist, 
die Frage nach dem Abbau und Aufbau der Aminosauren nicht eher 
weiter gelist werden kann, ehe man eine stanile, der Untersuchung 
und Verarbeitung zugingliche Form einer Iminosiure in Handen hat. 
Es erscheint also nach dem Ergebnis meiner Untersuchungen heute 
noch durchaus hypothetisch, die Iminosiure als Zwischenprodukt 
beim Abbau der Aminosdiuren oder beim Aufbau der Ketonséiuren zu 
Aminosiéuren anzunehmen. Die Frage nach biologischen Systemen und 
Bedingungen fiir den Auf- und Abbau von Aminosaduren, die dem 
lebenden Organismus angepaBter sind, lieBen sich vorlaufig nicht 
weiter priifen. Dieses Problem zu bearbeiten, habe ich zunachst bis zur 
besseren Durchfiihrung der rein chemischen Fragen zuriickgestellt. 


Das verwendete Béttinger-Gemisch war nach der Vorschrift von Dot- 
tinger, A. 208, 135, Iminodipropionsiure nach den Angaben von Erlenmeyer, 
Dubsky u. Stadnikoff, A. 200, 130; B. 40, 1018; 49, 1045 — 1151 dargestellt. 








Eine titrimetrische 
Bestimmungsmethode fiir sehr kleine Mengen Blutphosphatide. 


Von 
Shigehiro Katsura, Tatsuo Hatakeyama und Kichiro Tajima. 
(Aus der Kumagai-Klinik der Universitat Sendai.) 


(Eingegangen am 6. Oktober 1932.) 


Bloor hat 1929 eine oxydative Bestimmungsmethode fiir Phospha- 
tide des Blutes angegeben: In Alkohol-Ather (3:1) werden 5cem Blut 
oder Plasma warm extrahiert, wovon ein aliquoter Teil abgedampft 
und nochmals mit Petrolither extrahiert wird. Man engt dies bis zu 
2 ccm ein und setzt 7 cem Aceton und 3 Tropfen MgCl,-Lésung in Alkohol 
zu, worauf die Niederschlige der Phosphatide zentrifugiert, mit Aceton 
gewaschen und wieder in wassergesittigtem Ather gelést werden. 
Dann wird getrocknet und wie bei Fettsiuren mit 5 ccm _ Silber- 
dichromat- und 3ccm n Kaliumdichromatlésung oxydiert. 

Boyd* hat die Bloorsche Methode etwas abgeaindert. Bei der Extraktion 
des Blutes erwarmt er den Alkohol-Ather nicht, sondern la8t ihn unter 
gelegentlichem Schiitteln 24 Stunden lang stehen. Er halt es aber fiir 
besonders wichtig, den gréBeren Teil des Alkohol-Athers zur Bestimmung 
zu verwenden, da die Bloorsche Methode ganz unbrauchbar werde. wenn 
die Menge der Phosphatide zur einmaligen Bestimmung weniger als 2 mg 
betragt. Er wendete z. B. bei niedrigem Phosphatidgehalt 25 cem Blut 
plasma an. AuBerdem stellt er statt eines Blindversuchs stets zwei an, da 
sich beim Blindversuch 0.4 cem Unterschied der n/10 Natriumthiosulfat- 
lésung ergeben kann. 

Neuerdings haben Lintzel und Monasterio’ eine andere Bestimmungs- 
methode fiir Phos; hatide angegeben, die auf der titrimetrischen Be- 
stimmung des Cholins beruht und 10 cem Blut oder Plasma erfordert. 

Wir‘ haben eine Methode fiir Gesamtfettsiuren und -cholesterin 
ausgearbeitet, bei der den Fettsiuren usw. 1 cem kalten Gemischs von 


1 Bloor, J. of biol. Chem. 82, 273, 1929. 

* Boyd, ebenda 91, 1, 1931. 

3 Linzel u. Monasterio, diese Zeitschr. 241, 273, 1931. 
4 Katsura u. Hatakeyama, ehenda 234, 462, 1931. 
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Silberdichromat- und Kaliumdichromatlésung (4:1) zugesetzt und 
dieses Gemisch 1'/, Stunde lang im kriftig siedenden Wasserbad 
erwirmt wird. Nach Beendigung der Oxydation werden 20 cem Wasser 
und | cem 40 g/dl Jodkalilésung zugesetzt ; dann wird mit n/25 Natrium- 
thiosulfatlésung titriert. Zwei Blindversuche ergeben dabei gewOhnlich 
nur 0,02 cem Unterschied bei der ‘Titration: 0,05 bis 0,5 mg Fettsiuren 
oder Cholesterin konnten mit Feklern von 2 his 3° bestimmt 
werden. 

Wir untersuchten nun, ob auch Lecithine in ebenso kleiner Menge 
nach unserem Verfahren bestimmbar sind, und, falls dies der Fall sei, 
wie die Methode fiir Blutphosphatide passend umzuformen sei. 


Reduktionszahl der Lecithine. 


Zuniichst muB man feststellen, wieviel Kaliumdichromat zur Oxydation 
der Lecithine erforderlich ist. loor! setzt voraus, da®B Lecithine durch 
das Dichromatgemisch bis zu CO,, H,O und Ny, oxydiert werden. Demnach 
muB Img Oleopalmityllecithin 3,11 cem n/10  Kaliumdichromatlésung 
verbrauchen. Sloors Lecithine erforderten aber nie diese Menge, sondern 
nur 2,91 bis 3,05cem, durehschnittlich 3,02 cem n/10 Kaliumdichromat- 
lésung. Er konnte nicht sicher feststellen, ob diese Nichtiibereinstimmung 
der Zahlen einem methodischen Fehler oder der Unreinheit seiner Lecithine 
zuzuschreiben war. 


Boyd* meint, da bei der Oxydation der Lecithine nicht freier 
Stickstoff, sondern Ammoniumsulfat entsteht, wobei die theoretische 
Reduktionszahl fiir Oleopalmityllecithin 3,00 ist. 


Um diese Reduktionszahl der Lecithine noch genauer zu bestimmen, 
haben wir die Lecithine von neuem aus Eigelb rein dargestellt und durch 
das Dichromatgemisch oxydiert. Das Eigelb wird dabei mit etwa fiinffacher 
Menge 95°ig. Alkohols und 2,5facher Menge Athers gut geriihrt, filtriert 
und das Filtrat bei 40 bis 50°C unter vermindertem Druck abgedampft. 
Der Riickstand wird in Ather gelést, filtriert und durch Zusatz reinen 
Acetons gefallt. Nach Dekantieren und Waschen mit Aceton wird der 
Niederschlag nochmals in Ather gelést, wieder durch Aceton gefallt und 
dieses Verfahren noch zweimal wiederholt. Die gefallte Masse wird dann 
nach Mac Lean® mit destilliertem Wasser emulgiert und durch Zusatz 
reinen Acetons (aber ohne NaCl) gefallt. Sie wird nach Filtrieren und 
Waschen mit Aceton nochmals in Wasser emulgiert und die Fallung wieder- 
holt. Die gefallten Lecithine werden zuletzt in einige gewogene, gut 
schlieBende Wageglaschen getan und in braunen Vakuumexsikkatoren tiber 
Calciumchlorid bzw. Schwefelséure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Sie sehen ganz hell und orangegelb aus. 

Die getrockneten Lecithine wurden in je einem 100-cem-MeBkolben 
mit redestilliertem Ather gelést. Von diesen Stammlésungen wurden 
verschiedene Volumina genau abgemessen und wieder in anderen Meb- 


1 Bloor, |. ¢. 
2 Boyd, }. ¢. 
® Mac Lean, J. of Path. and Bact. 18, 490, 1913/14. 
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kolben verdiinnt, so dafi eine I- bis 3-cem-Lésung die zu untersuchenden 
Mengen enthielt. Damit keine Autoxydation der Lecithine ertolgt, wurden 
sie schnell in Oxydationskolben abpipettiert, auf einem Wasserbad von 
etwa 50°C und durch einen kurzdauernden Luftstrom getrocknet und 
oxydiert. Bei Mengen von iiber 1 mg wurde die Substanz 1 Stunde lang 
mit 4cem Silberdichromat- und 1leccm n Kaliumdichromatlésung im 
Wasserbad von 100°C erhitzt und mit n/10 Thiosulfatlésung titriert, 
wihrend bei kleineren Mengen 1'/, Stunde lang mit lcem Dichromat- 
gemisch (4:1) erhitzt und mit n/25 Thiosulfatlésung titriert wurde. 
Genaueres tiber das Verfahren ist aus unserer friiheren Arbeit zu ersehen. 


Tabelle I. 





Ver- 

Ver Diese fiir yrauchtes Yiese fiir 

benmante img walehtine ~— . me | Ww .. 

Lecithin n — — . cat Lecithin gerecbnet ng se 

lisung | gerechnet Mittelwert in n10 gerechnet Mittelwert 
Lisung 

mg eem cem 0/5 mg ecm cem 0 
1,03 2,99 2,90 +3 0,104 0,296 2.85 +1 
1,37 3,95 2,88 +2 0,104 0,292 2.80 1 
1,71 4,72 2,76 2 0,113 0,320 2,83 0 
1,71 4,70 2,75 2 0,113 0,312 2,76 2 
1,71 4.80 2.81 0 0,113 0.316 2,80 a 
1,80 5,11 2.84 1 O113 0.324 2,87 + 2 
2,05 5,74 2,80 —] 0,118 0,316 2,80 0 
2.05 5,62 2.74 8 0,169 0,488 2,89 L 2 
2.05 5,72 2,79 1 0,169 0,484 2,86 + 1 
2,05 5,82 2,83 0 0,169 0,480 2,84 +1 
2,05 5,76 2,81 0 0,169 0,492 2,91 +3 
2.05 5,62 2,74 3 0,238 0,684 2.87 +2 
2,26 6,34 2,80 1 0,238 0,676 2,84 + 1 
2,26 6,24 2,76 2 0,339 0,928 2.74 a 
2,26 6,22 2,75 ~2 0,339 0,956 2,82 0 
2.70 7,88 2,92 +4 0,342 0,944 2,76 -2 
2.70 7,56 2.80 —1 0,342 0,960 2.81 0 
3,42 9.65 2,82 0) 0,513 1,460 2,84 +1 
3,42: 985 2.88 +2 0,513 1.472 2,87 +2 


Durechschnittswert von n/10 Thicsulfatlésung fiir 1 mg Lecithin ist 2,82 cem. 


Wie aus Tabelle I ersichtlich, erfordern Lecithine zur Oxydation 
2.74 bis 2,92, durchschnittlich 2.82 cem n/10 Kaliumdichromatlésung 
pro Milligramm. Sehr auffallend ist, daB sowohl bei 3,42 mg als auch 
bei 0,104 mg die erforderlichen Mengen Kaliumdichromat pro Milli- 
gramm Lecithin héchstens um — 2 bis 3°, vom Mittelwert abweichen. 
Nach Bloor! und Boyd? versagt die Bloorsche Methode, wenn die zu 
bestimmende Menge weniger als 2 mg betrigt. Die obigen Versuche 
zeigen aber, daB unser Verfahren auch bei 0,1 mg Lecithin ganz gut 
anwendbar ist. 


' Bloor, |. ¢. 
2 Boyd, }. ce. 
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Die Zahl 2,82 weicht von der Bloorschen oder Boydschen Zahl 
etwas ab. Jedoch ist die Annahme, daB Lecithine durch Dichromat- 
gemisch bis zu Stickstoff oder Ammoniumsulfat oxydiert werden, sehr 
unwahrscheinlich. Denn Cholin enthalt in seinem Mo!ekiil ‘Trimethyl- 


‘ 


amin, einen sehr bestandigen Koérper, der erst bei 1300° C unter Bildung 
von Cyanwasserstoff und Methan zerfallt', aber durch Kaliumdichromat 
und Schwefelsiure nicht zersetzt wird 2. 

Unter der Voraussetzung, daB Lecithine durch das Dichromat- 
gemisch bis zu Kohlensiure, Wasser und ‘Trimethylamin oxydiert 
werden, ergibt sich folgende Gleichung fiir Palmityloleyllecithin : 

2 CygHggO,NP + 1090, = 78 CO, + 72 H,O + 2 N(CH;), + 2H,PO,. 

Nach dieser Gleichung erfordert 1 mg Palmityloleyllecithin gerade 
2,80 ccm n Kaliumdichromatlésung. Fir Stearyloleyllecithin und 
Stearylarachidonlecithin ist diese Zahl 2,85. Falls bei der Darstellung 
der Lecithine die Reinigung unvollstandig und die beigemengten héheren 
Fettsiuren nicht geniigend entfernt worden waren, dann lige die 
Reduktionszahl selbstverstandlich héher als 2,80 bzw. 2.85. 

Auf Grund der Ergebnisse unseres Versuchs und dieser Erwagungen 
halten wir es fiir richtig, 2.82 als Reduktionszahl des Lecithins an- 
zunehmen. 

Bei den Handelslecithinen (Lecithinum ex ovo Merck, Lecithin aus 
Eiern Kahlbaum) ist weniger Kaliumdichromat erforderlich, als dieser 
Reduktionszahl entspricht, d.h. Img Handelslecithin verbraucht 2,44 
bis 2,62cem, durchschnittlich 2.52cem n/10 Kaliumdichromatlésung. 
Dieser geringere Verbrauch riihrt selbstverstaindlich von der Autoxydation 
der Handelslecithine her®, da sie gew6hnlich dunkelbraun verfairbt sind 
und durch Lésen in Ather und Fallen mit Aceton keine hellgelbe Farbe 
wieder gewinnen, die den reinen, nicht oxydierten Lecithinen eigen ist. 


Isolierung der Lecithine aus einem Fettgemisch. 
Die Lecithine miissen nun aus einem Fettgemisch von den anderen 
Bestandteilen isoliert werden. 


Fiir diese Untersuchung wurde eine Atherlésung von Lecithinen in 
einen Kolben pipettiert und abgedampft. Die Lecithine wurden dann in 
ein wenig Petrolither gelést und mit verschiedenen Mengen Petrolither- 
lésungen von Triolein, Palmitinséiure und Cholesterin versetzt. In diesem 
Gemisch wurden die Lecithine nach der Vorschrift von Bloor* mit 7 cem 
reinem Aceton und 3 Tropfen MgCl,-Lésung in Alkohol gefillt, weiter 
behandelt und oxydiert. Die Ausbeute betrug 80 bis héchstens 94", der 
berechneten Mengen (Tabelle II). Wenn man dagegen die Acetonlésung 


! Muller, Bull. Soc. Chim. de France (2) 45, 439, 1886. 

2 Oechsner de Coninck, C.r. Acad. Se. 128, 682, 1899. 

3 Mac Lean, 1.c.; Erlandsen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 71, 1907. 
4 Bloor, |. ¢. 




















26 Sh. Katsura, T. Hatakeyama u. K. Tajima: Ty 
Tabelle II. fil 
fi 
wee Andere Bestandteile lk 
Lecitl refunde 
Gemisch Menge atlas sat aunaid . gefunden Ww 
mg mg 9/4 mg 9/5 st. 
Sl 
pas s 39 8 
Lecithin ee a 0,54 0,432 80 
Triolein 0,30 0,410 76 
SA ae ’ 0,510 94 M 
acithi yw tr 
Lecithin ee ae bs 1,02 | 0.81 79 
[riolein  . ver 1,00 0.87 QF oC 
Cholesterin . . . . 1,00 | aid nit M 
Lecithin ..... 1,02 | 1,08 108 di: 
Palmitinséure. . . 1.00 | 1,16 116 ; 
saith; ) 
Lecithin we 8 ey 2,00 | 1.68 112 fe 
Palmitinsaure. . . 0,75 165 110 , 
Cholesterin . . . . 9,75 we di 
Lecithin ..... 3,06 | 2.57 84 ye 
Palmitinsaure. . . 0,75 + Bae 90 1,64 109 et 
Cholesterin. . . . 0.7% | 272 89 1.70 113 re 
aS : lr 
Lecithin .. . : 3,42 | 4 
Palmitinsaure. . . 0,75 3,00 88 ea 
Cholesterin . . . 0,75 ™ 
m 
be 
Tabelle 111. di 
Differenz der age 
n/25 Thiesulfat- bi 
i lisung fiir das Lecithin gefunden 
Gemisch Menge Gesamtgemisch o 
und ohne Lecithin Ix 
mg ecm mg "lo Ww. 
Lecithin . os 0,194 1,41 0,200 103 M 
fo” 0,080 1,44 0,204 105 ha 
Tripalmitin. . . . 0,040 1,30 0,184 95 v 
Palmitinsaure. . . 0,040 1,35 0,192 949 BD 
Cholesterin . . .. 0,080 1,37 0,194 100 
1,43 0,203 105 0 
1,40 0.198 102 1) 
Lecithin... . . 0,126 0,89 0,126 100 pe 
Triolein . . . . . 0,060 0,84 0,119 95 Bs 
Tripalmitin. . . . 0,030 0,85 0,120 95 m 
Palmitinsiure. . . 0,030 0,93 0,132 105 uM 
Cholesterin . . . . 0,060 0,87 0,123 98 ul 
0,89 0,126 100 gi 
0,90 0,128 102 
0,92 0.131 104 
Beem ..... 0,053 0,40 0.057 108 m 
Se 0,040 0,36 0,051 96 
Tripalmitin. . . . 0,020 0,37 0,052 98 
Palmitinsiure . . . 0,020 0.31 0,044 83 S 
Cholesterin . . . . 0,040 0,30 0,043 81 iii 
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filtriert und weiter behandelt, wie wir unten naher beschreiben werden, so 
findet man von den anderen Bestandteilen 8 bis 16° .. durchsechnittlich 
13°., mehr als zugesetzt. Es ist ja eine bekannte Tatsache, daB bei An- 
wesenheit von Fetten die Fallung der Lecithine durch Aceton unvoll- 
standig ist'. Diese Tatsache ist neuerdings wieder von Jowett und Lawson? 
sicher bestatigt worden. 


Wir haben einen anderen, sehr einfachen Weg gewahlt, ganz kleine 
Mengen Lecithine von den anderen Fettbestandteilen vollstandig zu 
trennen. Die Lecithine werden namlich nicht aus einer Petrolaither- 
oder Atherliésung, sondern aus einer Acetonlésung gefillt, da ja kleine 
Mengen Lecithine auch in reinem Aceton etwas léslich sind. Es wurde 
dabei wie folgt verfahren (‘Tabelle I). 


Eine Lésung von Lecithinen und eine eines Gemisches von Neutral- 
fetten, Fettsauren und Cholesterin werden in einem Kolben gemischt, so 
daB 0,05 bis 0,2 mg Lecithine und 0.12 bis 0,24 mg Gemisch darin enthalten 
sind. Das Lésungsmittel wird abgedampft und das Ganze nochmals mit 
etwa leccm Petrolather (35 bis 45°C) gelést. Dann setzt man etwa 5 ccm 
reines redestilliertes trockenes Aceton zu und dampft weiter ab, wobei 
der Petrolather mit niedrigerem Siedepunkt schneller abgetrieben wird als 
Aceton, indem die Lecithine noch gelést bleiben. Vorher werden etwa LO0Qcem 
wasserfreies Aceton in einem gut verschlossenen Kolben oder in einer Flasche 
mit etwa 2 bis 3g reinem kristallisierten Calciumchlorid, Cal, . 6 H,O, 
bei Zimmertemperatur geschiittelt und gesittigt. Wenn das Aceton, das 
die Lecithine usw. enthalt, bis zu etwa lLecem abgedampft worden ist, 
setzt man 7ccem dieses CaCl,-gesittigten Acetons hinzu und schwenkt 
vorsichtig um. Je nach dem Lecithingehalt tritt bald leichte Opaleszenz 
bis zu grober Flockung auf. Nach Ablauf von iiber 1 Stunde wird durch 
ein entfettetes Filterpapier in einen anderen Kolben filtriert. Der erste 
Kolben wird noch zweimal mit je 2 cem CaCi,-gesittigtem Aceton ge- 
waschen. 

Das Acetonfiltrat wird auf dem Wasserbad abgedampft und getrocknet. 
Man setzt jetzt etwa 0,5ccem destilliertes Wasser und S ccm Petrolather 
hinzu und schiittelt unter leichter Erwarmung, wodurch das Salz in 
Wasser, die entlecithinierten Substanzen in Petrolather gelést werden. 
Der klare Petrolither wird durch einen Trichter ohne Filterpapier in einen 
Oxydationskolben gegossen und das Verfahren noch zweimal wiederholt. 
Der Petrolather wird dann abgedampft und getrocknet (a). Andererseits 
wird dieselbe Menge Gemisch ohne weiteres in einem Oxydationskolben 
getrocknet (6). (a) und (6b) werden mit 1 ecem Dichromatgemisch oxydiert, 
mit 20cem destilliertem Wasser verdiinnt und nach Zusatz von | cem 
40 g/dl Jodkalilésung mit n/25 Thiosulfatlésung titriert. Der Titrier- 
unterschied von (@) und (6), mit 0,4 multipliziert und durch 2,82 dividiert, 
gibt die Menge Lecithine in Milligramm an. 


Wie aus Tabelle LI] ersichtlich, kann man durch diese Differenz- 
methode 0,1 bis 0,2 mg Lecithine in einem Fettgemisch bestimmen, 


1 Hoppe-Seyler-Thierfelder, Physiol. u. pathol.-chem. Analyse, 9. Aufl., 
. 363. Berlin 1924. 


TR 


2 Jowett u. Lawson, Biochem. J. 25, 1986, 1931. 
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wobei die Fehler — 2 bis 5%, betragen. Man kann auch 0,05 mg Lecithine 
hestimmen, aber da diese Menge nur 0,35 cem n/25 Thiosulfatlésung 
in Anspruch nimmt, so entsteht hier die Gefahr eines ziemlich groBen 
‘Titrationsfehlers. 


Bestimmung der Phosphatide des Blutes. 


Zur Phosphatidbestimmung des Blutes durch diese Differenz- 
methode mui der Blutextrakt médglichst von beigemengten Verun- 
reinigungen befreit werden. Wenn bei der Extraktion des Blutes der 
Alkohol-Ather erwairmt wird, lost sich darin etwas Himoglobin, wodurch 
eine schwere Stérung entsteht. Das Blut muB deshalb mit kaltem 
Alkohol-Ather extrahiert werden. 


Um zuniachst zu sehen, ob Blutfett durch kalten Alkohol-Ather ge- 
nugend extrahiert werden kann, setzten wir dem Blut verschiedene Mengen 
redestillierten 95°,ig. Athylalkohols und die halbe Menge redestillierten 
Athylathers zu und lieBen verschieden lange unter wiederholtem Schiitteln 
stehen. Der Alkohol-Ather wird durch entfettetes Filterpapier filtriert 
und der Gehalt der Gesamtfettsiuren und des Cholesterins (G. F. C.) 
mit dem durch unsere friihere warme Extraktionsmethode gewonnenen 
verglichen. Das Ergebnis ist in Tabelle 1V angegeben. Wenn man dem 
Blute mehr als die 60fache Menge Alkohol und halb soviel Ather zusetzt 
und '/, bis 1 Stunde lang wiederholt schiittelt, dann ist der G. F. C.-Gehalt 
gleich dem durch warme Extraktion gewonnenen. Durch eine kleinere 
Menge Alkohol-Ather bleibt dagegen die Extraktion selbst nach 24 Stunden 
ungentigend. 

Tabelle IV. 





Blut Alkoho! , G. F.C 
Ni und Ather Femperatui Zeit ’ 
ecem ecm mg dl 
I 0.3 20 10 Siedetemperatur 10 Sek. 373 
} 0.3 20 + 16 1, Std. 370 
0,3 20 + 10 | ji > 387 
03 0 + 10 Zimmertemperatur 2 383 
0.3 20 + 10 | 24 374 
2 0,3 20 + 10 Siedetemperatur 10 Sek. 513 
1.0 60 + 39 1 Std. 500 
1,9 60 + 30 | . 494 
1,0 60 + 30 Zimmertemperatur me 516 
1'0 30 + 15 | 4 | 361 
1,0 14+ 7 ™ 2 338 


In einer anderen Versuchsreihe (Tabelle V) wurde nach der Extraktion 
des Blutes der Blutriickstand samt dem Filterpapier 24 Stunden lang im 
Soxhlet mit Alkohol extrahiert und untersucht, wieviel Fettséuren + Chol- 
esterin und wieviel Phosphatide darin zuriickbleiben. Dieser Blutriickstand- 
extrakt enthieli 11 bis 21 mg/dl oder 2 bis 5°,, G. F.C. des Hauptextraktes. 
Wenn man aber nach dem unten zu beschreibenden Verfahren die Phos- 
phatide bestimmt, so ist der Gehalt praktisch gleich Null. Zur Bestimmung 
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Hauptextrakt 


Riickstandextrakt 


G. F.C, Phosphatide woh Phosphatide 
mg/dl mg dl mgid des Hauptextrakts mg/d 
336 178 13 3,9 l 
426 192 21 19 } 
446 217 14 4,2 2 
484 219 11 2,3 l 
368 191 17 4.6 2 
394 196 12 3,1 l 
370 190 14 3S 2 
410 211 15 3.7 2 





der Blutphosphatide wenden wir demmach das mit der 60- bzw. 70fachen 
Menge kaltem Alkohol und der 30- bzw. 35fachen Menge Ather extrahierte 
Blut an. 

Die zur Einfachbestinimung der Phosphatide nétige Blutmenge betragt 
0,15 bis 0,2 cem. Das Blut wird entweder durch GefaBpunktion entnommen 
und in ein trockenes Reagenzréhrchen getan, wobei die Innenfliche und 
der Stempel der Spritze mit gesittigter Natriumcitratlésung gerade nut 
benetzt werden, oder man kann in das Ohrlappchen stechen und das heraus 
triufelnde Blut in ein mit gesattigter Natriumcitratlésung nur etwas be 
netztes Reagenzréhrchen auffangen. Man pipettiert dann sofort die nétigt 
Blutmenge (0,15 bis 0,2cem) mit einer MeBpipette in einen Erlenmeyer- 
Kolben und setzt die 60fache Menge redestillierten 95° ig. Athvlalkohols 
und die 30fache Menge Athylithers nacheinander hinzu. Die Koagulate 
werden von der Wand und vom Boden abgelést und zerkleinert, und nach 
Ablauf von '/, bis 1] Stunde, waihrend man den Kolben wiederholt schiittelt, 
wird der Alkohol-Ather durch ein entfettetes, maBig lockeres Filterpapier 
in einen 100-cem-Kolben zur Vakuumdestillation filtriert. In den ge- 
schliffenen Stépsel dieses Kolbens sind oben zwei kurze Rohre eingelassen, 
das eine gebogen und mit einer Wasserpumpe zu verbinden, wihrend durch 
das andere gerade Rohr ein anderes Glasrohr hindurchgeht, das zu 
Kapillare ausgezogen wird. Der erste Kolben wird zweimal mit ein wenig 
Alkohol-Ather (2:1) gewaschen und filtriert. Da Blutphosphatide in 
Alkohol-Ather leicht von selbst oxydieren, muB man méglichst rasch die 
Petrolaitherlésung herstellen. die sich dann mindestens einige Tage halt. 
Der Alkohol-Ather-extrakt im Kolben wird bei niedriger Temperatur (etwa 
50°C) und unter vermindertem Druck abgedampft und getrocknet. Man 
setzt etwa 15 ccm Petrolither (35 bis 45° C) hinzu, schwenkt unter leichtem 
Erwarmen um und filtriert den Petrolather durch ein ganz kleimes, ent 
fettetes Filtrierpapier (3 oder 4em Durchmesser) in einen MeBkolben von 


25cem. Die Extraktion wird noch zweimal auf dieselbe Weise wiederholt 


und der MeBkolben bei Zimmertemperatur bis zur Marke gefiillt. Der 
Petrolather ist gewéhnlich durch den Salzgehalt noch etwas getriibt. Ein 
sehr dichtes Filterpapier, durch das der Petrolither vollig klar filtriert 
wird, kann auch etwas Phosphatide zuriickhalten, weshalb es besser zu 
vermeiden ist. 

Direkt vor dem Pipettieren fiigt man einen Tropfen destilliertes Wasse1 
(von Zimmertemperatur) in den MeBkolben und schiittelt energisch bei 
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fest zugehaltenem Stépsel, bis sich die Salze in Wasser lésen und der Petrol- 
aither gerade klar wird. Nachdem sich die Wassertropfen abgesetzt haben, 
werden 10 cem Petrolitherextrakt in einen gest6pselten Oxydationskolben 
von 50 cem abgemessen (6). Man mu darauf achten, daB auf den Boden 
abgesetzte Wassertropfen nicht mit hochgesaugt werden. In einen anderen 
Kolben werden weitere 10 ccm pipettiert und bis auf 1 cem abgedampft. 
Dann werden 5ccm reines redestilliertes trockenes Aceton zugesetzt, wieder 
bis auf 1 ecem eingeengt und die Phosphatide weiter nach der Vorschrift 
auf $8. 27 durch CaCl,-gesattigtes Aceton gefaillt und abgetrennt (a). 
Kephalin, das in geringer Menge im Blute vorkommt, wird vorliufig 
auch als Lecithin berechnet. (@) und (6) werden 1'/, Stunde lang mit J] cem 
Dichromatgemisch (4:1) bei 100°C oxydiert und nach Zusatz von 20 cem 
destillierten Wassers und lecem 40 g/dl Jodkalilésung mit n/25 Thio- 
sulfatlésung titriert. 

Wenn a und 6 jeweils die titrierte Menge n/25 Thiosulfatlésung ist, 
so ist bei Anwendung von 0,2 cem Blut und je 10 cem Petrolatherextrakt 
(a b). 0,4. 25. 100 

2,82 .0,2.10 
in mg/dl. 

Beispiel. Morgens Niichtern-Blut: @ = 5,42, 6 = 4,33. Phosphatide: 


.d.h. (a — b).177 der Phosphatidgehalt des Blutes 


1,09 . 177 193 mg/dl (Gesamtfettsauren: 299 mg/dl, Gesamtcholesterin : 
166 mg/dl). Blut 5 Stunden nach der Mahlzeit: a@ = 4,91, 6 = 3,68. 
Phosphatide: 1,23 . 177 218 mg/dl (Gesamtfettsiuren: 364 mg¢/dl, Ge- 


samtcholesterin: 167 mg/dl). 


Tabelle VI. 





Phosphatidgehalt : 
E Zusatzversuche 


mg/dl 
Blut I 235 20eem A. A. X (0,2 cem Blut) + 3 cem 9,7 mg/dl L-Léosung 
231 Berechnet: 0,753 mg 
227 Gefunden: 0,750 , 99% 
= 0710 > = 94% 
Blut IT 240 15cem A. A. X (0,15cem Blut) + 8cem 9.7 mg/dl L-Lésung 
238 Berechnet: 0,650 mg 
939 Gefunden: 0,638 a Cs. ie 
_ 0,650, 100%, 
Blut HT 179 15cem A. A. X (0,15 eem Blut) + 3cem 9,3m_¢/dl L-Lésung 
192 Berechnet: 0.559 mg 
189 Gefunden: 0,532 , 95°. 
a 0.54: 97 ° 
187 043 , {% 


In Tabelle VI geben wir einige Beispiele der Doppel- bzw. Dreifach- 
bestimmungen an einigen Blutexemplaren wieder. Auch die Bestim- 
mungen nach Zusatz von Atherlésung der Lecithine zum Alkohol-Ather- 
extrakt des Blutes stimmen in den gefundenen Gesamtphosphatiden 
gut mit der berechneten Menge tiberein. 

Herrn Professor Dr. 7’. Kumagai danken wir auch an dieser Stelle 
herzlich fiir die Anregung zu dieser Arbeit und das férdernde Interesse, 
mit dem er ihren Fortgang dauernd verfolgt hat. 
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Zusammenfassung. 

1. Es wird gezeigt, daB eine sehr kleine Menge Lecithin, wie 0,1 mg, 
deren Bestimmung nach der Bloorschen Methode fiir unméglich ge- 
halten war, durch unser Verfahren mit Fehlern von 2 bis 3% be- 
stimmt werden kann. 

2. Die Fallung des Lecithins erfolgt quantitativ, wenn man die 
Acetonlisung eines Fettgemisches einengt und ibr CaCl,-gesittigtes 
Aceton zusetzt. 

3. Eine Methode wurde ausgearbeitet, durch die man mit dem 
Extrakt von 0,15 bis 0,2 cem Blut den Phosphatidgehalt des Blutes 


Oo 


bestimmen kann. Die Fehler betragen dabei 2 bis 5%. 








Die optische Aktivitait des Blutfiltrats. 


ll. Mitteilung: 
Uber den Einflu®8 der Aziditit und die Beziehung yon Drehungs- und 
Reduktionswert. 


Von 
Hans Norbert Naumann. 


(Aus der |. Medizinischen Klinik der Universitat Berlin, Charité.) 


(Eingeqangen am 17. Oktober 1932.) 


Bei der Polarisation des Blutfiltrats wurde von der Mehrzahl der 
Autoren eine Linksdrehung gefunden und zwar meist eine relative in 
bezug auf die Reduktion, vielfach auch eine absolute. Derartige Er- 
gebnisse hatten in neuerer Zeit Oppler!, Stepp*, beide mit Phosphor- 
Wolframsaurefiltraten, Foster? mit Ultrafiltraten, Denis und Hume? 
mit Folin-Wu-F¥iltraten, Orr? mit Alkoholfiltraten, Ernst, Zeltauw und 
Forster®’ mit Phosphor-Wolframsaurefiltraten, Power und Spreene’ 
mit Vividialysaten, Paul® sowie Wright, Sydney, Herr und Paul®, 
beide mit Ultrafiltraten. Auch nach den vorliegenden Untersuchungen 
zeigen Folin. Wu-Filtrate regelmaBig eine betrachtliche relative, teilweise 
absohite Linksdrehung, die jedoch nicht als endgiiltiger Drehungswert 
zu betrachten ist. 


! Oppler, Zeitschr. f. phys. Chem. 64, 393, 1910; 75, 71, 1911. 

2 Stepp, Ergebn. d. Phys. 20, 108, 1922. 

3 Foster, Proc. soc. exp. biol. a. med. 21, 210, 1924. 

4 Denis u. Hume, J. of biol. Chem. 60, 603, 1924. 

5 Orr, Biol. J. 18, 171, 1924. Die starke Linksdrehung mit gleich- 
zeitiger positiver Seliwanoffscher Reaktion veranlaBte Orr zur Annabme von 
Lavulose im Blut. Tatsachlich fallt die Seliwanoffsche Reaktion unter den 
iiblichen Versuchsbedingungen stets positiv aus, worauf auch der Zucker- 
nachweis nach Glassmann beruht. 

® Ernst, Zoltau u. Férster, diese Zeitschr. 169, 489, 1926. 

7 Power u. Spreen, J. of biol. Chem. 74, 19, 1927. 

8 Wright, Sydney, Herr u. Paul, ebenda 80, 571, 1928. 

® Paul, J. clin. inv. 8, 631, 1927; 5, 303, 1928. 








Ei 
sic 
we 
Zu 


lib 


die 


W: 
bet 
tre 








ler 

in 
or- 
or- 
¢ 


nd 


19 
en 


ise 


rt 








H. N. Naumann: Optische Aktivitaét des Blutfiltrats. II. 33 


Stellt man nach der in der vorangehenden Mitteilung gegebenen 
Vorschrift! Folin- Wu-Filtrate her, so sind konstante Drehungen zuniachst 
iiberhaupt nicht zu erhalten. Die eingehendere Untersuchung ergab 
die Abhangigkeit von Drehung und Reaktion derart, daB bei steigender 
Aziditat eine Zunahme der Rechtsdrehung eintritt, um erst bei sehr 
hohen Saurekonzentrationen konstante Werte zu erreichen. Wie aus 
Tabelle I ersichtlich, wird die Drehung erst bei einem py von -- 0,1? 
konstant, entsprechend einer Schwefelsiurekonzentration von etwa 
13,4 %. 

Tabelle 1. 


Aziditaéat und Drehung. 





Filtrat Im eingeengten Px im Zucker gefunden in mg-°/o 
eingedampft mit Filtrat gefunden eingeengten 
cem konz. HygSO, cem konz. H,SO, Filtrat polarimetrisch Reduktion 
0) 0,01 5,4 22 161 
0.3 0,23 0,7 82 165 
0.6 0.46 0,4 106 168 
0.9 0,73 01 122 165 
1,2 0,94 — 0,3 122 165 
15 1,22 — 0,7 127 159 
2,0 1,67 — 1,1 125 162 


Eine Beeinflussung der Reduktion dagegen findet nicht statt. DaB es 
sich lediglich um eine H-lonenwirkung handelt, ergibt sich bei Ver- 
wendung verschiedener Sauren. Aus Tabelle II geht hervor, daB bei 
Zufiigen starker Mineralsiuren die Werte innerhalb der Fehlergrenzen 
iibereinstimmen, der EinfluB bei Essigsiure hingegen weit geringer ist. 


Tabelle 11. 


EintluB verschiedener Sauren. 





0.5 cem Folin-Wu-Filtrat ohne Siure eingedampft « 
Oe eee ee ee eee — 0,004 
os. eee... eine + 9,006 
Co , Het .. ae te } + 0,004 
+05 , nHNO,... cee ae + 0,095 
+05 . onKEssigsiure .. gear a 0,001 


Abgesehen von den schon friiher erwihnten Fehlerquellen® wiirde 
die Nichtberiicksichtigung der Aziditat allein schon zur Klarung mancher 


1 H. N. Naumann, diese Zeitschr. 251, 266, 1932. 

2 Die pu-Zahlen, die mit dem Potentiometer nach .Wislowitzer und der 
Wasserstoffelektrode gewonnen wurden, sind nur als Naherungswerte zu 
betrachten, da bei Messungen so starker Elektrolyte Abweichungen auf- 
treten. 

3-H. N. Naumann, 1. ec. 
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widersprechender Resultate ausreichen. Ein Einflu8 von Sauren auf 
die Drehung wurde zwar schon von einigen Autoren beobachtet, unter 
anderem von Thannhauser und Jencke', ist aber erst neuerdings von 
Thomas* eingehender studiert worden. Thomas fand in Blutdialysaten 
ein Drehungsmaximum bei py 1,5 und eine Reversibilitat der Aziditats- 
reaktion. Die Differenz der Thomasschen py-Werte mit den vorliegenden 
kann wohl ohne weiteres durch die verschiedenen EnteiweiBungs- 
methoden erklirt werden, wobei die starke Salzkonzentration der 
Folin-Wu-Filtrate sicher eine Rolle spielt. Bis zu gewissem Grade 
konnte auch eine Reversibilitat festgestellt werden insofern, als nach 
Neutralisation des sauren Filtrats wiederum eine Drehungsverminderung 
eintrat. Der von Thomas aus seinen Versuchen gezogene SchluB, daB 
es sich um Reaktionen einer besonderen, im Blut vorkommenden Zucker- 
modifikation handele, muB jedoch nach den folgenden Untersuchungen 
als unzutreffend bezeichnet werden. 

Bei Anwendung verschiedener EnteiweiBungsmethoden und Ein- 
engung mit und ohne Zugabe von Schwefelséiure zum Filtrat ergibt sich 
namiich ein unterschiedliches Verhalten der einzelnen Werte (s. Tabelle III). 
Die Drehungen der nach Folin-Wu, Michaelis-Rona, Somogyi und Fujita- 


Tabelle III. 


Vergleich verschiedener EnteiweiBungsmethoden. 





Mit 1,5 ¢em 
konz. H,SO, 
(44 


Ohne S&ure 


Enteiweibungsmethode P 


Folin-Wu.. Be ae 0,010 0,066 
Michaelis-Rona . . . . 0,043 0,059 
Somogyi ....... 0,065 0,055 
Fujita-lwatake . . . . 0,082 0,047 


Iwatake* enteiweiBten Filtrate zeigen in derselben Reihenfolge eine Zunalime 
der Drehung bei Einengung ohne Saéure. Eine drehungssteigernde Wirkung 
findet sich bei dem nach Michaelis-Rona enteiweiBten Filtrat, und zwar 
in geringerem MaBe als im Folin-Wu-Filtrat, eine unbedeutende Drehungs- 
abnahme hingegen bei den nach Somogyi und Fujita-Iwatake behandelten 
Filtraten. Da bekanntlich durch Zn- und Cd-EnteiweiBung die Reduktion 
durch Entfernung von Nichtzuckersubstanzen verringert wird, so liegt 
die Annahme nahe, da®B der Aziditétseinflu8 lediglich Nichtzuckersubstanzen 
betrifft. Kine Bestatigung findet diese Annahme nun durch Untersuchung 
glykolytischen Blutes. Tatséchlich ist eine analoge, und zwar besonders 
ausgepragte Siurewirkung nachzuweisen, wenn der Zucker durch Glykolyse 
beseitigt ist. Wie aus Tabelle IV hervorgeht, betrigt die Drehungszunahme 
bei zuckerhaltigem Blut 0,038°, bei Glykolyseblut sogar 0,062°. Kin 


 Thannhauser u. Jencke, Miinch. med. Wochenschr. 1924, 8. 146. 

2 Thomas, C. r. soc. biol. 104, 331, 105; 894, 1930; Bull. soc. biol. 138, 
377, 1931. 

3 Fujita-Iwatake, diese Zeitschr. 242, 43, 1931. 
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Tabelle IV. 


SaéureeinfluB vor und nach Glykolyse. 





; : Vor Glykolyse Nach Glykolyse 
lcem Filtrat + 1 eem : ” ‘ 


a a 

| A ae ee + 0,004 0,050 
1g. HBO... .:. + 0,015 — 0,006 
Orae, Maes. ss 2 + 0,021 + 0,002 
10% ig. H,SO, .... + 0,022 + 0,001 
50% ig. H,SO, .... + 0,034 + 0,010 
ek re + 0,042 + 0,012 

Grobte Differenz: 0,038 0,062 


Tabelle V. 


Aziditét und Harndrehung. 





10 cem Harn + 10 cem & & a 
H,O Se 7 ee — 0,011 — 0,099 — 0,039 
1°/,ig. HySO, a or — 0,002 — 0,010 — 0,020 
5% ig. H,S0,..... || +0,020 — 0,092 — 0,015 
10% ig. HSU, ... . + 0,018 + 0,004 + 0,008 

Grobte Differenz: 0,029 0,013 0,047 


ahnliches Verhalten wie das Blutfiltrat zeigt schlieBlich auch der normale 
Harn, dessen Linksdrehung bei steigenden Siaurekonzentrationen ab- 
nimmt (s. Tabelle V)!. 

Da nach den Untersuchungen Murschhausers*? Glucose gegen hohe 
Saurekonzentrationen duBerst resistent ist, so spricht das Verhalten der 
Drehung bei verschiedenen EnteiweiBungsverfahren und weiterhin die 
Aziditatswirkung im zuckerfreien Filtrat und normalen Harn dafiir, daB 
es sich nicht um eine Reaktion der Glucose, sondern anderer drehender 
Substanzen handelt. Da durch die Zn- und Cd-Fallung mit der Beseitigung 
des Glutathions und Thiasins auch der AziditatseinfluB ausbleibt, so spielen 
wahrscheinlich Abbauprodukte des EiweiBstoffwechsels eine Rolle, z. B. 
stirker linksdrehende Polypeptide, die in schwicherdrehende Gruppen 
oder Aminosiéuren gespalten werden. Im glykolytischen Blut ferner kommt 
als reagierende Substanz die Milchséure in Frage, die in Form ihrer links- 
drehenden Salze eine erhebliche absolute Linksdrehung bewirkt*. Wahr- 
scheinlich wird durch die Mineralséure aus den linksdrehenden Salzen die 
rechtsdrehende Saure frei, so daB dann die gefundene verstirkte Drehungs- 
zunahme gegeniiber dem nichtglykolytischen Blut erklart wiirde. DaB 
endlich die Zunahme der Rechtsdrehung im normalen Harn auf geringen 
Mengen gepaarter Glucuronséuren beruht, die von Stepp* auch im Blute 
nachgewiesen wurden, kann mit Sicherheit angenommen werden. Die 


1 Bei héheren Saurekonzentrationen tritt eine dunkle braun-rote 
Farbung des Harns auf, die die optische Beobachtung verhindert. 

2 Murschhauser, diese Zeitschr. 104, 214, 1920. 

§ Paul, 1. c. 

4 Stepp, Zeitschr. f. phys. Chem. 107, 264, 1919. 
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Aziditatswirkung ware hier leicht durch Hydrolyse der linksdrehenden 
Paarung und Freiwerden der schwach rechtsdrehenden Saure verstandlich. 
Mit der Annahme derartiger relativ wenig eingreifender chemischer Prozesse 
wiirde die Erscheinung der Reduktion und die der Reversibilitaét gut in 
EKinklang stehen. Bei der Polarisation von Blutfiltraten ergibt sich jedenfalls 
die Notwendigkeit, die Aziditaét zu beriicksichtigen und im Falle eines 
Aziditatseinflusses den jeweils héchsten Drehungswert gelten zu lassen, 
im Gegensatz zur Bewertung von Reduktionen, deren niedrigster Wert 
als richtigster zu betrachten ist. 

Was die Mutarotationserscheinungen betrifft, die ein Hauptargument 
in der Lehre von der y-Glucose darstellen!, so sind sie meist bei Auflésung 
von Filtratriickstanden in geringem Mabe zu beobachten (s. Tabelle V1). 
Es finden sich meist unbedeutende Zu- oder Abnahmen oder unregelmaBige 
Schwankungen der Drehung, wie sie auch bei reinen Glucoselésungen 
auftreten®. Die Mutarotation von Verdampfungsriickstinden der Blut- 
filtrate l4Bt ebensowenig wie die reiner Glucoseriickstande eine Gesetz- 
maBigkeit erkennen und kann daher nicht zu Stoffwechselvorgangen in 
Beziehung gesetzt werden. 

Tabelle V1. 


Mutarotationserscheinungen. 





Reine 
Glucoseriickstande 





Glykolyse ohne 
Michaelia- Rona- 





Zeit t Le 3 <5 = Glu- Glu- Glu- 
= =f 7 8 Eom. ,. cose cose cose 
&, i = ohne ohne + 10°, 
~ = mm Zusatz Zusatz MgSO, 
10 Min. 
ID 5 0,015 0,524 
a 0,018 0,647 
23 , — 0,043 0,073 0,530 
oe . 0,023 —0,011 0,012 0,528 
40 , — 0.032 
45 , 
50, 0,078 
oP x 0,038 0,018 —0,010 — 0,044 0,079 0,619 0,559 0,517 
2 Std. 0,023 —0,008 | — 0,061 0,083 , 0,605 0,571 0,501 
— — 0,005 0,077 | 0.590 0,581 
S « 0,029 0,022 —0,001 0,072 0,595 0,589 
, . 0,015 0,080 | 0,596 
_ « 0,017 — 0,005 0,018 | 0,077 | 0,596 | 0,592 0,499 
48 , 0.018 0019 — 0,005 0.019 | 0,083 
7 0,085 0,011 + 0,005 


Mittels der angegebenen Methode wurde nun eine Reihe ver- 





gleichender Untersuchungen iiber Drehung und Reduktion von Blut- 
filtraten unter normalen und pathologischen Zustainden ausgefihrt. 
Die in Tabelle VII zusammengestellten Resultate sind in mehrfacher 
Hinsicht aufschluBreich. Zunachst ergibt sich die auffallende Tatsache, 


1 Winter u. Smith, J. of phys., Chem. 57, 100, 1922. 
2 H.N. Naumann, diese Zeitschr. 239, 434, 1931; 242. 259. 1931. 
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Tabelle VII. 


Drehung und Reduktion im normalen und pathologischen Blutfiltrat. 








Polari- 2 Reduktions- litration 
sationswerte 5 werte in des Sture- 
cme . s gehaltes mit 
Name 2 | ms = —  nloONa(OH) “ 
Nr. der Diagnose on! © he. Ss see - 7 
Patienten 2, = i 2 om - = 
S| & & = : ot Te hed - 
l c.f Normal 33 98 110 117 — _  alkal. 41 22.9 
2 J., oF Herzneurose 24 8S 97 124 119 alkal. 38,5 292 
3 Jae., co Diabetes levis. l 
Ausscheidung 84 185 189 6.205 «213 «1,25 38 33.4 


bis 20g p. d. 


4 Ka.. Q Diabetes, mittel- | 
schwer. Zeit- 48 200 184 214 216 alkal. 40.0 16,8 
weilig Azidose 
5 Ka., Diabetes levis. 18 125 136 142 139 » ioe 29 
6 io iabetes cvravis. ™ ; > si] ane 
5 | Ko., $ Diabetes gravis. || 19) 195 | 908 | 216/210! . (41,5, 39,7 
Azidose + | 
7a’ M., o Glucuronsaure- 
Ausscheidung. 


76 139° «145 «152 163 30 40 294 
Harn a,,~ -019 | 


7b Derselhe Fall | 
nach Belastung | - ‘ 5 
mit Gelonid. 18 139 152 165 170 5.9 35 37.1 
autineur. 
Harn «,, 0,30 
5 K., o Polyglobulie 62 136 131 - O08 39 58,5 
9 W..o ss hamo- } 30 103 11D Pe — 05 48 44.1 
yticus J 
10 zZ., 2 CO-Vergiftung 30; 121 130 129 141'°1.5 (42 385 
11 Kl., 2 Uramie 48 43 179 210 206 0,7 46 277.9 


daB die Drehungswerte im Folin-Wu-Filtrat mit den Reduktionswerten 
nach Hagedorn-Jensen im Zn-Filtrat mit einer Ausnahme innerhalb 
der Fehlergrenze iibereinstimmen. Dies trifft auch fiir diejenigen 
Stoffwechselstérungen zu, die vermehrtes Auftreten linksdrehender 
Substanzen im Blute erwarten lassen wie die diabetische Azidose und 
Glucuronsaureausscheidung (Tabelle VII, Nr.6 und 7)'. Der einzige 
Fall mit wesentlicher Diskrepanz von Drehungs- und Reduktionswert 
betrifft eine Uramie mit hohem Rest-N, der auf den erhéhten Gehalt 
linksdrehender und reduzierender Kérper hinweist, wahrend geringe 
Rest-N-Erhéhungen in einem Fall von Polyglobulie und hamolytischem 
Icterus ohne nachweisbaren Einflu®B sind. Es bestatigen sich ferner 


1 Ubereinstimmung von Drehung und Reduktion zeigte sich auch in 
einem kiirzlich untersuchten Falle von Lavulosurie, fiir dessen Uberlassung 
ich Herrn Prof. Maase zu Dank verpflichtet bin. 
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die schon erwihnten Befunde der héheren Reduktion von Wolfram- 
gegeniiber Zinkfiltraten und die Ubereinstimmung der mit und ohne 
Saure eingedampften Filtrate, wie anfangs schon hervorgehoben 
(s. Tabelle I). 

Mit Riicksicht auf die zahlreichen im Blutfiltrat anwesenden 
drehenden und reduzierenden Substanzen ist die Ubereinstimmung 
von Drehung und Reduktion unter den angegebenen Bedingungen 
keineswegs zu erwarten. Eine Vorstellung der komplizierten Mischung 
der wichtigsten Kérper des Blutfiltrats beziiglich ihrer drehenden 
und reduzierenden Eigenschaften mége Tabelle VIII vermitteln. Als 
reduzierende Substanzen auBer Glucose kommen bekanntlich Harn- 
saure und Kreatinin und nach Untersuchungen von Holden, Somogyi u. a. 


Tabelle VIII. 


Reduzierende und drehende Substanzen des Blutfiltrats. 





Reduk- 
Substanzen des Blutfiltrates* mg-° |, pct Drehung 
Glucose 
Produkte des Kohlenhydratstoffwechsels: 
Ree a Oe Oe ae 80 80 80 mg-°, 
A eee eee eee Se ee + [|p 52.5 
a Ge ec, Sete ae ess: ¥ [a], — 196.6 
Re at recs a et 8 em, + [a], — 195 
Milchsaures Natrium ......... . > max.etwa 
100 7 7 
Glucuronsaure-Paarlinge . ........ l 
Hexose-Phosphate ........... r 
Produkte des EKiweiSstoffwechsels: 
DE . the 4 as + ee" as + Fe l 
RO... we ke tne « 1 Oe l 
iy sg. eae & ee os etwa 20 l 
a er ae a ee 5 + l 
EE? ;-4 3 Soo er ge ws oS ee 6 
DL, dies BG SS Ses 27 
I hs Ge alee Selb: wwe 5 oe 17 — 
ES oe ee a eee eer t _ 
Produkte des Fettstoffwechsels: 
NS is bah Simi ares + 6 o-sle wid + l 
8-Oxybuttersaures Natrium ..... . . | max. 100 7 a, = - 0,014 
Ae ae eae ae ee ee ae, + _ 
Cholesterin-Ester**. ......... . max. 300 — — 


* max. = maximal; + = vorhandene Reduktion; r= rechtsdrehend; / = linksdrehend. 
** Nur in Alkohol-Filtraten. 


1 Holden, Biochem. J. 19, 727, 1925; Somogyi, J. of phys. Chem. 75, 
33, 1927. 
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vor allem Glutathion und Ergothionein, bei starkeren Konzen- 
trationen jedoch auch Harnstoff, Kreatin, milchsaures Natron und 
f-oxy-buttersaures Natron! in Frage. Zu den reduzierenden Substanzen 
gehéren aber eine groBe Anzahl weiterer Substanzen und zwar wahr- 
scheinlich alle Produkte des Kohlenhydratstoffwechsels*, ferner viele 
Abbauprodukte des EiweiB- und Fettstoffwechsels. Fast saimtliche redu- 
zierende Substanzen sind gleichzeitig optisch-aktiv und zwar mit wenigen 
Ausnahmen linksdrehend. Die quantitativen Verhaltnisse sind gréBten- 
teils unbekannt und sicher insofern besonders kompliziert, als es sich 
nicht um einfache Addition der Reduktions- und Drehungswerte handelt?®. 


Einen summarischen Uberblick gibt die Restreduktion, iiber die bisher 
jedoch eine einheitliche Auffassung nicht besteht*. Die von verschiedenen 


Autoren angegebenen Werte schwanken zwischen 0 und 35 mg-°,, je nach 
der Methode und sind nach eigenen Untersuchungen haufig nicht reprodu- 
zierbar. Ahnlich ist es bei der Bestimmung der Restdrehung, die nach 


Glykolyse im sauren Folin-Wu-Filtrat meist eine schwache Rechtsdrehung 
zeigt entsprechend einem Glucosegehalt von 10 mg-° 

Die Anwesenheit gleichzeitig reduzierender und _ linksdrehender 
Substanzen muB notwendig zu einer relativen Linksdrehung bzw. zu 
einer relativ zu hohen Keduktion fiihren, wie sie tatsachlich in neutralen 
Folin-Wu-Filtraten und auch anderen Filtraten gefunden wird, die reich 
an derartigen drehenden und reduzierenden Substanzen sind. Wenn 
nach Ausschaltung der Linksdrehung durch Aziditatswirkung ein 
Drehungswert resultiert, der mit dem Reduktionswert eines anderen 
Filtrats iibereinstimmt, so ist das als ein Zufallsergebnis zu betrachten, 
das nicht etwa dem wahren Blutzucker, sondern einem etwas héheren 
Wert entspricht. Die Ubereinstimmung von Drehung und Reduktion 
einerseits und der Konstanz der Restreduktion andererseits berechtigen 
jedoch zu der Annahme — in Bestatigung der Resultate von Somogyi 
und Winter —. daB es sich bei der drehenden und reduzierenden Substanz 
des Blutfiltrats nicht um eine besondere Zuckermodifikation, sondern 
um gewohnliche Gleichgewichtsglucose handelt. 


Zusammenfassung. 
1. Die Drehung eines nach Folin-Wu enteiweiBten Blutfiltrats 
ist abhangig von der Aziditat mit einem Maximum der Rechtsdrehung 
bei pu von etwa -—-0,7, waihrend die Reduktion unbeeintluBt bleibt. 


1 Fiir die Uberlassung der Substanz bin ich Herrn Prof. Magnus-Levy 
zu Dank verpflichtet. 

2 DaB Polysaccharide quantitativ eine Rolle spielen, mu bezweifelt 
werden, da eine Hydrolysewirkung durch Saéure auf die Reduktion des 
Filtrates auch in der Warme nicht nachweisbar war. 

3 Newberg, diese Zeitschr. 162, 496, 1925; 182, 273, 1927; Landolt, 
2. Aufl. Das optische Drehungsvermégen, 8. 210 ff. 

* Ege u. Roche, C. r. Biol. 101, 93, 1929. 
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2. Die Steigerung der Rechtsdrehung durch Aziditat ist keine 
Reaktion der Glucose, sondern anderer Nichtzuckersubstanzen, da der 
AziditatseinfluB auch nach Entfernung des Zuckers durch Glykolyse 
bestehen bleibt, in Zink- und Cadmiumfiltraten fehlt und auch im 
normalen Harn vorhanden ist. 

3. Die Aziditatsreaktion beruht mit groBer Wahrscheinlichkeit 
zum Teil auf dem Freiwerden mehr rechtsdrehender organischer Sauren 
aus ihren linksdrehenden Salzen, zum Teil auf der Hydrolyse links 
drehender Polypeptide und Glucuronsiurepaarlinge. 

4. Mutarotationserscheinungen bei Filtrationsriickstanden treten 
auf in Form geringer Drehungszu- oder -abnahmen analog denen bei 
Verdampfungsriickstanden reiner Zuckerlésungen 

5. Die maximalen Drehungswerte der sauren Folin-Wu-Filtrate 
stimmen mit den Reduktionswerten in Zinkfiltraten nach Hagedorn- 
Jensen iiberein und zwar bei Normalen und Diabetikern. zeigen dagegen 
erhebliche Differenz bei Urimie mit hohem Rest-N. 

6. Die Ubereinstimmung von Drehung und Reduktion einerseits 
und die Konstanz der Restreduktion und Restdrehung andererseits 
sprechen fiir die Anwesenheit gewéhnlicher Gleichgewichtsglucose 
im Blutfiltrat und gegen eine besondere Glucosemodifikation. 
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Wirkung 
von Blausiure und Kohlenoxyd auf die Buttersiuregirung'. 


Von 
Walter Kempner. 
(Aus der Il. Medizinischen Klinik der Charité Berlin.) 


Eingegangen am 31. Oktober 1932. 
gegang ) 


Wie Warburg gefunden hat, hért die Atmung der tierischen Kérper- 
zellen und der meisten Bakterien auf bei Gegenwart von Kohlenoxyd 
und beginnt wieder, wenn das Kohlenoxyd entfernt ist (1). Das Kohlen- 
oxyd verdrangt also den Sauerstoff aus seiner Verbindung mit dem 
Atmungsferment und bildet selber mit dem Atmungsferment eine 
reversible Verbindung. Durch diese Entdeckung einer reversiblen 
Atmungsferment-Kohlenoxydverbindung war endgiiltig die Schwer- 
metalltheorie der Atmung bewiesen; denn nur Schwermetalle kénnen 
sich bei gewéhnlicher Temperatur mit Kohlenoxyd verbinden: Das 
Atmungsferment ist also eine Schwermetallverbindung, die Atmung 
eine Schwermetallkatalyse. 


Betrachtet man nach Pasteur die Garung als eine innermolekulare 
Atmung, so ist von vornherein wahrscheinlich, daB es sich auch bei 
der Garung um eine Schwermetallkatalyse handelt. Dann miiBte das 
Garungsferment, ebenso wie das Atmungsferment, mit Kohlenoxyd 
reagieren. Eine solche Verbindung des Kohlenoxyds mit dem Garungs- 
ferment konnte aber bisher nicht gefunden werden: Weder bei der 
Milchséuregirung noch bei der alkoholischen Garung gelang eine 
Beeinflussung durch Kohlenoxyd, selbst nicht bei einem Kohlen- 
oxyddruck von 60 Atm. (2). Doch wurde die Schwermetalltheorie der 
Garung gestiitzt durch die Tatsache, daB das Garungsferment ihnlich 
wie das Atmungsferment eine dissoziierende Verbindung mit Blausdure 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 
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bildet, allerdings war die Empfindlichkeit sowohl der Milchséuregarung 
wie der alkoholischen Garung gegen Blauséure 10- bis 100mal geringer 
als die Empfindlichkeit der Atmung (3). 


Wir haben bei Untersuchungen iiber den Stoffwechsel von Butter- 
siurebakterien gefunden, daB die Buttersiuregirung durch Blausiure 
in demselben MaBe gehemmt wird wie die Atmung, also wesentlich 
empfindlicher ist gegen Blausdure als die alkoholische Garung und die 
Milchsauregirung. Nach diesem Befund war es wahrscheinlich, daf 
auch gegentiber Kohlendxyd das Ferment der Buttersiuregirung sich 
anders verhalte als die bisher untersuchten Gérungsfermente. ‘Tat- 
sichlich zeigten die Versuche, daB die Buttersiuregirung ebenso wie 
die Atmung bei Gegenwart von Kohlenoxyd aufhért und nach Ent- 
fernung des Kohlenoxyds wieder beginnt, daB also dies Géarungs- 
ferment ebenso wie das Atmungsferment eine reversible Verbindung 
mit Kohlenoxyd eingeht. Das Ferment der Buttersiuregairung ist 
also ebenso wie das Atmungsferment eine Schwermetallverbindung, 
die Buttersiuregirung eine Schwermetallkatalyse. 


I. Stoffwechsel des Buttersiurebazillus. 


Der Zucker wird zu Buttersiure gespalten nach der Gleichung 
CsHy20, = C,H,O, + 2H, + 2 CO. 


Als Versuchsmaterial dienten 20 Stunden alte, bei 37°C anaerob in 
Zuckerbouillon geziichtete Kulturen von Clostridium butyricum. Die 
Kulturen wurden zentrifugiert, das Zentrifugat in Ringerlésung gewaschen, 
in Ringer-Zucker-Phosphat- oder Ringer-Zucker-Bicarbonat-Lésung suspen- 
diert. Versuchsfliissigkeit und Versuchsgefa8 wurden mit Wasserstoff, 
Stickstoff oder Kohlenséure oder entsprechenden Gasgemischen gesattigt, 
und der Stoffwechsel anaerob nach den von Warburg angegebenen Methoden 
an der Gasbildung (Wasserstoff- und Kohlenséiurebildung) der Bakterien 
gemessen. (Naheres s. Abschnitt: Methodik und Protokolle.) Nach der 
manometrischen Messung wurden die Zellen zur Gewichtsbestimmung (4) 
abzentrifugiert und in der zellfreien Versuchsfliissigkeit der Zuckerverbrauch 
nach Hagedorn-Jensen bestimmt. 

Die gesamte Gasbildung von 1 mg Buttersiurebakterien in Ringer- 
Zucker-Phosphat bei 37° C in | Stunde betrigt beispielsweise 80 cmm. 
Bestimmt man die Mengenanteile von Wasserstoff und Kohlensaure, 
indem man die Kohlenséure durch Kalilauge, den Wasserstoff durch 
Palladium absorbiert, so ergibt sich, daB die gebildete Gasmenge zu 
gleichen Teilen aus Kohlensiure und Wasserstoff besteht (Tabelle 1). 
Das entspricht den nach der obigen Gleichung zu erwartenden Verhialt- 
nissen: Die Buttersiure bleibt in der Fliissigkeit und verbindet sich 
mit den Puffersubstanzen, im Gasraum erscheinen zu gleichen Teilen 
Wasserstoff und Kohlensaure. 
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Tabelle J. 


Gasbildung (in Stickstoff bei Phosphatpufferung) durch | mg Butterséure- 
bakterien in 1 Stunde. 





I II | Ill 
Gasentwicklung bei Ab- Gasentwicklung bei Ab- 
Gesamte Gasentwicklung | sorption des Wasserstoffs | sorption der Kohlenséure 
| durch Palladium durch Kalilauge 
emm emm | cmm 
1 72,0 36,0 36,2 
2 85,2 42.6 42.0 


Ersetzt man das Phosphatgemisch durch das Puffersystem Bi- 
carbonat-Kohlensaiure, so treibt die Buttersiure aus dem Natrium- 
bicarbonat unter Bildung von Natriumbutyrat Kohlensiure aus, und 
zwar so viel, daB die Gesamtgasproduktion um ein Viertel, die Kohlen- 
siureproduktion um die Halfte zunimmt (Tabelle I und Protokoll 1). 


Tabelle II. 


Gasbildung durch | mg Buttersiurebakterien in 1 Stunde im Phosphat- 


und im Bicarbonatmedium. 





Phosphatmedium (py 6,4) Bicarbonatmedium (py 6,4) 
I i Il I Il Ill 
Gesamte Kohlensture- Wasserstoff- Gesamte Kohlensiure | Wasserstoff- 
Gasbildung bildung bildung Gasbildung bildung bildung 
emm emm emm emm emm emm 
1 94 47 46 118 71 47 
| 104 52 53 130 79 51 


Die Bicarbonatabnahme entspricht dann einem Fiinftel der ge- 
samten Gasbildung (Tabelle II]). 


Tabelle I1T. 


Gasbildung und Biearbonatverbrauch durch | mg Butters&iurebakterien 
in 1 Stunde. 





Durch Bicarbonat- 


Gesamte Gasbildung Daraus errechneter bastioummnaen << —_ 
“ ms » re assene 
im Bicarbonatmedium Bicarbonatverbrauch . —— Saga 
Bicarbonatverbrauch 
emm emm emm 
1 96 19,2 18.5 
2 86 17,2 16,7 


Fiir 1 Molekiil verbrauchten Zuckers entstehen also im Phosphat- 
medium 4 Molekiile Gas (2 CO, +- 2 H,), im Bicarbonatmedium 5 Mole- 
kiile Gas (3 CO, -+- 2 H,) (Tabelle TV). 
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Tabelle IV. 


Gasbildung und Zuckerverbrauch durch | mg Buttersaurebakterien in 
I Stunde in Phosphat- und Bicarbonatmedium. 





Gesamte Gasbildung im Phos- Gesamte Gasbildung im Bi- 
Zuckerverbrauch (1 emm phatmedium (4emm = 2emm carbonatmedium (5 emm 
= 8.10-% mg Zucker) CO, + 2emmH, =3,9.10- 3 mg = 3emm CO, + 2emm KH, 
Butterséure) 3.9.10-3 mg Buttersiure) 
emm emm emm 
24 94 118 


Im Durchschnitt fanden wir in Ringerlésung unter optimalen 
Bedingungen (py 6,2 bis 6,8; 37°C) sowohl bei Phosphatpufferung 
(1 bis 3. 10-? molar) wie bei Bicarbonatpufferung (0,2 bis 2 . 10-? molar) 
eine Buttersaurebildung von 25 emm (= 9,8 . 10-? mg) fiir 1 mg Butter- 
siurebakterien (Trockengewicht) in 1 Stunde. 

In Fleisch-, Serum- oder Ascitesbouillon ist der Stoffwechsel der 
Buttersiurebakterien betrichtlich gr6éBer als in Ringerlésung: Im 
Durchschnitt betrug die Buttersiurebildung von 1 mg Bakterien in 
] Stunde etwa 80cemm (= 3,1.10-!' mg). Doch ist fiir Stoffwechsel- 
untersuchungen — wegen des Wachstums der Bakterien in Bouillon 
Ringerlésung das geeignetere Medium. 

Die verschiedenen Zuckerarten werden ungefahr mit gleicher 
Geschwindigkeit angegriffen (Tabelle V). 


Tabelle V. 


EinfluB verschiedener Zuckerarten auf die Butters&uregérung. 





g Zucker in 100 cem 
Ringerlosung . . . . . 0,2 g Lavulose 0.2 g Glucose 0,2 g Maltose 


Durch Img Bakterien in 

1 Std. gebildete Butter- 

siure incmm ... . 19 19 19 0 

Von der Konzentration des Zuckers in der Nahrfliissigkeit ist die 

Buttersiuregirung weitgehend unabhingig (Tabelle VI). Noch bei 
einem Zuckergehalt von 3 mg in 100 ccm Ringerlésung war die Garungs- 
geschwindigkeit nicht geringer als bei einer Zuckerkonzentration von 
300 mg in 100 cem Ringerlésung. 


Tabelle VI. 
EinfluB der Zuckerkonzentration auf die Buttersduregarung. 





mg Lavulose in 100 cem 
Ringerlésung .... . 0 3 9 27 300 


Durch 1 mg Bakterien in 
1 Std. gebildete Butter- 
siure in cmm et 0) 19 20 19 19.5 
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Die Wasserstoffionenkonzentration ist fiir die Buttersiuregairung 
optimal zwischen py 6 und 7 (Tabelle VII). Als Puffer dienten Phosphat- 
gemische nach Sérensen in einer Phosphatkonzentration von 0,03 Mole 
pro Liter. 

Tabelle VII. 


EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die bButtersauregarung. 
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Den EinfluB der Temperatur zeigt Tabelle VUL. 


Tabelle VIII. 


‘influB der Temperatur auf die Butterséuregarung. 





a iy Bo & H be ¥4 
lemperatur in °C 


Il. Wirkung der Blausiure auf die Buttersiiuregirung. 

Die Atmung, die Milchséuregirung, die alkoholische Garung, die 
Wasserstoffperoxydzersetzung in lebenden Zellen wird durch Blausiure 
reversibel gehemmt, ebenso wie andere Schwermetallkatalysen, beispiels- 
weise die Kupferkatalyse des Cysteins oder die Platinkatalyse des 
Wasserstoffperoxyds. Doch ist die Empfindlichkeit der einzelnen 
Schwermetallkatalysen gegen Blausiure verschieden: Warburg fand 


eine Hemmung der Wasserstoffperoxydspaltung der Chlorella durch 
m/200000 HCN um 30%, durch m/10000 um 83°, (5); eine Hemmung 
der Cysteinoxydation durch m/2500 HCN um 60°, (6); eine Hemmung 
der Atmung einiger Hefestamme durch m/1l00000 HCN um 70°, 
durch m/10000 um 100 % (7). 

Wir fanden bei anderen Hefestimmen bei m/l0000 HCN eine 
Hemmung der Atmung um 40%; bei Bacterium coli durch m/10000 
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eine Hemmung um 60%: bei Vibrio Metschnikoff durch m/1000 eine 
Hemmung um 80%; bei Gefliigeltuberkelbazillen durch m/1000 eine 
Hemmung um 50%; bei Bacillus pyocyaneus durch m/1000 eine 
Hemmung um 45%. 

Bei allen bisher untersuchten Bakterien und Korperzellen (aus- 
genommen Chlorella, einige fakultative Anaerobier und PreBsifte von 
Koérperzellen) ergab sich eine spezifische Wirkung der Blausiéure auf 
die Atmung: Betrachtliche Hemmung der Atmung durch Konzentra- 
tionen von 10-3 bis 10-4 molar HCN. Hingegen wurde eine gleich starke 
Hemmung der Gdrung erst bei etwa 10- bis 100fach stirkeren Kon- 
zentrationen erreicht. Sowohl die alkoholische Garung von Hefezellen 
und HefepreBsiften, wie die Milchsiuregérung von Bakterien und 
Kérperzellen wird erst durch 1 . 10-? molar Blausiure um 30 bis 50 °%, 
gehemmt. 

Wie unsere Untersuchungen ergaben, wird die Buttersiuregarung 
ebenfalls durch Blausiure gehemmt, und zwar bereits durch wesentlich 
geringere Konzentrationen als die bisher untersuchten Gérungen: 
Schon bei einer Konzentration von 1 .10-4molar HCN betragt die 
Garungshemmung 23%, bei 1.10-> molar HCN 66% (Tabelle LX). 
Die Empfindlichkeit der Buttersiuregirung gegen Blausiure ist also 
von derselben GréBenordnung wie die der Atmung und etwa 50mal 
so groB wie die der Milchsiiuregirung und der alkoholischen Garung. 


Tabelle 1X. 


Wirkung der Blausiure auf die Buttersiuregiruny. 
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I = Ohne HCN. 

Il = m/10000 HCN: Hemmung der Butterséuregiirung um 23 ° 9. 
Ill = m/1000 HCN: Hemmung der Butterséiuregiirung um 66 °/o. 
IV = m/1l00 HCN: Hemmung der Buttersiuregirung um 100 9/5 


Verdiinnt man die Versuchsfliissigkeit, die — beispielsweise 
1. 10-* Mole/Liter Blausiure enthielt, mit Ringer-Livulose-Phosphat 
um das Zehnfache, so da die Blausiurekonzentration nur noch 
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1. 10-* Mole/Liter betragt, so sinkt die Hemmung, die vorher 66%, 
betrug, auf 23°, der Kontrolle. Die Wirkung der Blausiure ist also 
reversibel (Protokoll 2). 


Ill. Wirkung des Kohlenoxyds auf die Buttersiuregirung. 

Bei gewéhnlicher Temperatur ist das Kohlenoxyd ein gegen die 
meisten Substanzen indifferentes Gas, welches weder durch Siiuren 
noch durch Alkalien verandert wird. Nur mit einigen Schwermetallen 
kann das Kohlenoxyd bei gewéhnlicher Temperatur reagieren: z. B. 
verbindet es sich bei 30° mit fein verteiltem Nickel zu Kohlenoxyd- 
nickel (Ni + 4 CO = Ni(CO),), mit fein verteiltem Eisen bei niederer 
Temperatur zu Eisenpentacarbonyl (Fe + 5CO = Fe(CO);). © Auch 
Chrom-, Kobalt-, Ruthenium- und Kupfercarbonyle sind bekannt, 
eine Kohlenoxydverbindung des Mangans hingegen noch nicht. 

Fir die Biologie wurde das Kohlenoxyd wichtig, als Claude Bernard 
in der Mitte des vorigen Jahrhunderts entdeckte, daB Kohlenoxyd mit 
dem Hamoglobin eine reversible Verbindung eingeht, bei der das 
Kohlenoxyd den Sauerstoff von dem Eisen des Himoglobins verdrangt 
und dadurch das Blut seiner Funktion als Sauerstoffiibertriger beraubt. 
Seit dieser Zeit galt das Kohlenoxyd als reines Blutgift, da es niemals 
gelungen war, eine Wirkung des Kohlenoxyds auf eine andere organische 
Substanz als auf das Haimoglobin nachzuweisen, bis Warburg 1926 
entdeckte, das auch das Atmungsferment mit dem Kohlenoxyd reagiere, 
ebenso wie das Himoglobin und andere Schwermetalle. 

LaBt man auf atmende Zellen an Stelle eines Sauerstoff-Stickstoff- 
gemisches ein Sauerstoff-Kohlenoxvdgemisch einwirken, so hért die 
Atmung auf. Die GréBe der Atmungshemmung ist abhingig vom 
Kohlenoxyddruck, der etwa 1 Atm. betragen muB, und vom Sauerstoff- 
druck. Je niedriger der Sauerstoffdruck, um so gréBer ist bei gleichem 
Kohlenoxyddruck die Hemmung der Atmung. Diese Atmungshemmung 
durch Kohlenoxyd ist vollstandig reversibel. 

Da nur Schwermetalle bei gewéhnlicher Temperatur mit Kohlen- 
oxyd reagieren, war durch diese Entdeckung die chemische Konstitution 
des Atmungsferments als Schwermetallverbindung bewiesen. —,,Um 
dieses Schwermetall konkurrieren in Kohlenoxyd-Sauerstoffgemischen 
das Kohlenoxyd und der Atmungssauerstoff. Wie Kohlenoxyd den 
Sauerstoff von dem Eisen des Haimoglobins verdrangt, so verdrangt 
Kohlenoxyd den Atmungssauerstoff von dem Metall des Atmungs- 
ferments und macht dadurch das Metall des Ferments unfahig zur 
Sauerstoffiibertragung [Warburg (8)]. 

Seit dieser Entdeckung einer Kohlenoxydverbindung des Atmungs- 
ferments versuchte man eine Kohlenoxydverbindung des Garungs- 
ferments zu finden, um --- nach der Pasteurschen Vorstellung von der 
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Ahnlichkeit beider Fermente auch fiir das Garungsferment den 
Schwermetallcharakter zu erweisen. Aber es gelang weder die alko- 
holische Garung noch die Milchsiuregirung durch Kohlenoxyd zu be- 
einflussen, selbst nicht durch einen Kohlenoxyddruck von 60 Atm. 

Da die Buttersiuregérung, wie im vorigen Abschnitt beschrieben, 
sich gegen Blausiure anders verhielt als die alkoholische Garung und 
die Milchsiuregirung, und sich ebenso empfindlich zeigte wie die 
Atmung, erschien es nicht aussichtslos, zu untersuchen, ob sich diese 
Garung vielleicht auch dem Kohlenoxyd gegeniiber anders verhielte 
als die genannten Garungen und etwa ebenso wie die Atmung. 

Sattigt man das Versuchsgefa8 anstatt mit Wasserstoff oder 
Stickstoff mit Kohlenoxyd, so daB entsprechend dem Kohlenoxyddruck 
von 760mm Hg und dem Bunsenschen Absorptionskoeffizienten des 
CO fiir die Versuchstemperatur von 37°C (0,018) die Kohlenoxyd- 
konzentration der Versuchsfliissigkeit 8 . 10-4 Mole/Liter betragt, und 
miBt den Stoffwechsel in Ringer-Phosphatlésung unter den fiir die 
Butterséuregirung gefundenen optimalen Bedingungen, so ergibt sich: 
Die Bildung von Kohlensiure und Wasserstoff betragt in Stickstoff 
je 40cmm, in Kohlenoxyd je 6emm. Der Zuckerverbrauch betrigt 
in Stickstoff 20 cmm, in Kohlenoxyd 3cmm. Die Buttersiuregiérung 
wird also durch 8. 10-4 molar CO bei 37°C um 85°, gehemmt (Ta- 
belle X und Protokoll 4). Die Hemmung der Buttersiuregarung durch 
Kohlenoxyd ist von derselben GréBenordnung wie die Kohlenoxyd- 
hemmung der Atmung. 

Tabelle X. 


Gasbildung und Zuckerverbrauch durch 1] mg_ Butterséiurebakterien in 
1 Stunde in Wasserstoff und in Kohlenoxyd. 





In H. In CO 
Gasbildung (4cmm 3,9.10°-% mg Buttersaure) . . 80 emim 12 ¢emm 
Zuckerverbrauch (1emm = 8.10°* mg Zucker) . . we w ng 
Ersetzt man das Kohlenoxyd im VersuchsgefaB durch Wasserstoff 


oder Stickstoff, so wird-der Stoffwechsel, der vorher durch Kohlenoxyd 
um 85°, gehemmt war, genau so groB, wie der Stoffwechsel der von 
Anfang an mit Wasserstoff oder Stickstoff gesattigten Kontrolle 
(Protokoll 3). Die Hemmung der Butterséiuregirung durch Kohlen- 
oxyd ist also wie die Hemmung der Atmung vollstaindig reversibel. 

Die Wirkung verschieden starker Kohlenoxydkonzentrationen 
zeigt Tabelle XI. Schon bei einem Kohlenoxyddruck von 10°, betragt 
die Garungshemmung 30%, bei einem Kohlenoxyddruck von 50°, 
betragt die Hemmung 62°. Kohlenoxyd wirkt also auf die Butter- 
siuregérung in der gleichen Konzentration wie Blauséiure: Durch 
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3. 10-4 molar Kohlenoxyd ebenso wie durch 3. 10-4 molar Blausaure 
wird die Garung um 50°, gehemmt. 
Tabelle XI. 
Wirkung des Kohlenoxyds aut die Butterséiuregirung. 
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IV. Kohlenoxydhemmung der Buttersiiuregirung bei Belichtung. 


Mond und Langer fanden 1891, da’ Eisenpentacarbonyl bei Belich- 
tung Kohlenoxyd abspaltet (9); im Gegensatz zu Hisenpentacarbonyl war 
Nickelearbonyl, wie Dewar fand, nicht lichtempfindlich (10)... Die Licht- 
empfindlichkeit war spezifisch fiir die Kohlenoxydverbindung des Eisens. 
1896 entdeckte Haldane die Lichtempfindlichkeit der Kohlenoxydverbindung 
des Hamoglobins, also ebenfalls einer Eisenverbindung (11). Kohlenoxyd- 
himoglobin zerfallt bei Belichtung in Kohlenoxyd und Hamoglobin. Auch 
Kohlenoxyd-Pyridin-Hamochromogen (12) und Kohlenoxyd-Ferro-Cystein 
(13) werden durch Licht gespalten. 

Wie die genannten Ejisen-Kohlenoxydverbindungen  dissoziiert 
auch die Kohlenoxydverbindung des Atmungsferments bei Belichtung (1). 
Der Katalysator der Atmung ist also —- wie Warburg durch diese Ent- 
deckung bewies —- eine Eisenverbindung. Die Lichtempfindlichkeit 
dieser Atmungsferment-Kohlenoxydverbindung ist so groB, daB die 
durch Kohlenoxyd bewirkte Hemmung der Atmung schon bei Be- 
lichtung mit geringer Lichtstarke zum gréBten Teile verschwindet. 
Belichtet man beispielsweise mit einer !/,-Watt-Metallfadenlampe von 
75 Watt Stromverbrauch, deren leuchtender Faden 4¢m vom Boden 
des VersuchsgefiBes entfernt ist, so sinkt die Hemmung der Atmung, 
die im Dunkeln 70%, betrug, auf 14%. 

Nach diesen Befunden lag es nahe zu versuchen, ob die Kohlen- 
oxydverbindung des Girungsferments der Buttersaiuregirung ebenfalls 
bei Belichtung dissoziiere. Da sich eine Metallfadenlampe von 
150 Kerzen, 4em vom Boden des Versuchsgefibes entfernt, als un- 
wirksam erwies, wurde als Lichtquelle cine Zeisssche Bogenlampe mit 
30 Amp.-Kohlen verwendet, deren Strahlung durch einen wasser- 
gekiihlten Doppelkondensor konzentriert wurde. 

Das VersuchsgefaB wurde in einem Glasthermostaten an der Stelle 
der stirksten Einengung des Strahlenganges geschiittelt. Die Be- 
leuchtungsstarke betrug am Ort der Einwirkung der Strahlen ungefahr 
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1 Million Hefner-Lux!. Die Beleuchtungszeit war 10 bis 60 Minuten. 
Die Zellmenge in der Flissigkeit war méglichst gering und betrug nicht 
mehr als 1 mg Trockensubstanz in 1 ccm. 

Bei dieser Lichtintensitaét fanden wir keinerlei Beeinflussung der 
Kohlenoxydwirkung (Protokoll 5), auch nicht bei Variierungen des 
Kohlenoxyddruckes, der Bakterienkonzentration und der Temperatur. 
Auch die Bestrahlung mit ultraviolettem Licht (Hanauer Quecksilber- 
dampflampe) in QuarzgefaBen war ohne jeden EinfluB auf die Kohlen- 
oxydwirkung. Die Garungshemmung war in dem bestrahlten GefiB 
sowohl wihrend wie nach der Bestrahlung ebenso groB wie in dem 
unbestrahlten VersuchsgefaB. 

In allen bisher beschriebenen Fallen von reversibler photochemischer 
Kohlenoxydabspaltung handelt es sich um Eisenverbindungen des 
Kohlenoxyds. Hingegen waren die Kohlenoxydverbindungen der 
anderen Schwermetalle am Licht bestaindig. Im Gegensatz zu der 
Kohlenoxydverbindung des Atmungsferments ist die Kohlenoxyd- 
verbindung des Garungsferments ebenfalls am Licht bestandig, sie 
verhalt sich also photochemisch nicht wie eine Eisenverbindung, sondern 
wie eine Verbindung mit einem anderen Schwermetall. Danach wiirde 
es sich bei der Buttersiuregdrung nicht um eine Eisenkatalyse handeln. 
sondern um die Katalyse eines anderen Schwermetalls, vielleicht eines 
Metalls der Eisengruppe, oder des Kupfers. DaB diese Metalle ebenso 
wie das Eisen eine groBe katalytische Wirksamkeit besitzen, ist bekannt 
durch ihre Verwendung bei den Katalyseverfahren der chemischen 
Technik (14). Es ware also durchaus méglich, daB sie auch Reaktionen 
in der lebendigen Substanz -- wie die Garung -~ katalysieren. Dab in 
den Bakterien tatsichlich neben Eisen z. B. groBe Mengen von Kupfer 
enthalten sind, die katalytisch wirken kénnten, wurde mit der Cystein- 
methode (15) in der Bakterienasche nachgewiesen: In 1 g Buttersaure- 
bakterien (Trockengewicht) fanden sich im Durchschnitt 3. 10-' mg 
Eisen und 3. 10-* mg Kupfer. 


V. Methodik und Protokolle. 


Als Material dienten Kulturen eines Stammes von Clostridium butyri- 
cum des Berliner Instituts fiir Garungsgewerbe. Die Kulturen wurden 
anaerob unter Paraffin in Zuckerbouillon geziichtet, vor dem Versuch 
unter Paraffin zentrifugiert, zweimal mit Kochsalzlésung unter Paraffin 
gewaschen und anaerob unter N, oder H, in der jeweiligen Versuchsfliissig- 
keit suspendiert (bicarbonat- oder phosphatgepufferte Ringer-Lavulose- 
lésung oder Zuckerbouillon). 


1 Die Messung der Beleuchtungsstarke wurde von Herrn Dipl.-Ing. 
Goldmann vor Optischen Laboratorium der Firma Osram mit Hilfe eines 
Bechsteinschen Beleuchtungsmessers ausgefiihrt, wofiir wir ihm auch an 
dieser Stelle herzlichst danken. 
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Die Bakteriensuspension wurde in einen Standzylinder gegeben, 
durch den ebenfalls H, oder N, hindurchstrémte, und um eine vollkommen 
homogene Bakteriensuspension zu erhalten, wurde der Standzylinder ge- 
schlossen und kraftig geschiittelt. 

Da die zur Verfiigung stehende Bakterienmenge und die GréBe des 
Stoffwechsels ungleichmaBig waren (verschieden starkes Wachstum, Ab- 
hangigkeit vom Alter, vom Medium), wurde vor Beginn des Versuchs stets 
ein sogenanntes ,,Probekastchen*' eingehangt; d.h. 1 cem des Bakterien- 
gemisches wurde in ein mit H, oder N, gesiattigtes Manometerkastchen 
pipettiert und die Gasbildung gemessen. Der in 5 Minuten abgelesene 
Druck diente zur Berechnung des zu erwartenden Gesamtdruckes im je- 
weiligen Versuch und gab die Méglichkeit, die Bakterienmenge der Suspension 
abzuschaétzen und durch Verdiinnung der Suspension die manometrischen 
Drucke zu dosieren. 

Der Sauerstoffgehalt der zur Sattigung verwendeten Gase wurde 
manometrisch in Kegelvorlagen mit verschlieBbarer, Natriumhydrosulfit - 
Kalilauge enthaltender Anhangsbirne gemessen. Der in Bomben kiufliche 
Stickstoff war mit Sauerstoff verunreinigt, Wasserstoff und Kohlensaure 
waren sauerstofffrei. Darum wurden Stickstoff und Stickstoff enthaltende 
Gemische stets iiber gliihendes Kupfer geleitet oder die Sauerstoffverun- 
reinigungen im Versuchsgefa8 durch Phosphor absorbiert. Ob mit Hg, 
N, oder CO, gesaéttigt wurde, war auf den Stoffwechsel der Bakterien ohne 
wesentlichen Einflu8. 

Die GréBe des Stoffwechsels wird bezeichnet durch den Quotienten Q p: 
die von 1 mg Bakterien in 1 Stunde gebildete Menge Buttersaéure in Kubik- 
millimeter. lemm entspricht 3,9.10-* mg. Versteht man unter 

zc9, den Absorptionskoeffizienten fiir Kohlenséure, 

2H, den Absorptionskoeffizienten fiir Wasserstoff, 

T die absolute Temperatur, 

UG den Gasraum des VersuchsgefaBes, 

ve die Fliissigkeitsmenge im Versuchsgefab, 

hy die abgelesene Druckaénderung in Millimeter Brodie bei Messung in 
Phosphatmedium, 

he die abgelesene Druckanderung in Millimeter Brodie bei Messung in 
ticarbonatmedium, 

K, die GefaBkonstante bei Messung in Phosphatmedium, 

kK, die GefaBkonstante bei Messung in Bicarbonatmedium. 


so ist bei Messung in Phosphatmedium 


273 269, +244 
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bei Messung in Bicarbonatmedium 
273 : 3 a, 0, + 2% 
ee ty Be a 

K; 10 000 ’ 
ha. Ko 
a 
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Protokoll 2. 


Der Versuch zeigt, daB die Buttersdéuregarung durch | 
gehemmt wird und dali diese Hemmung reversibel ist. 
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mol. Blauséure 


Mit H, gesattigt 





Suspensionsfliissigkeit: Ringer, m/60 Lavulose, m/50 Phosphat. px 6.2. 
Temperatur vor der Verdiinnung 30°C, nach der Verdiinnung 37°C. 
Gefaib 1 GefiB 2 Gefab 3 
800 ¢ 
Volumina in cem. Up 5 Uy 5 Up 5,05 
leg 7,61 vw; = 8.56 VG =s 7,83 
GefaBkonstanten in qmm . 0 860 0.946 0.883 
Blaushuregehalt Sus m 1000 
Trockengewicht der in 5 cem 
suspendierten Bakterienmenge 2,30 mg 2.30 mg 2? 30 mg 
. . mm mm mm 
Gasbildung : Brodie emm Brodie emm Brodie emm 
Nach 10 Min. + 22.5 19,5 + 19 18 + 7,5 65 
20 . + 46 39.5 + 40 38 + 14 12.5 





1 
| 


v 
4cem abpipettiert 
4eem Ringer- 
Livulose-Phosphat 
zupipettiert 


v 
4cem abpipettiert 
4cem Ringer- 
Lavulose-Phosphat 
zupipettiert 
m/5000 HUN 


zugesetzt 


v 
4,04cecm abpipettiert 
4,04 com Ringer 
Lavulose-Phosphat 
zupipettiert 





37°C 


Volumina in cem. Up=5 Up »,05 Up = 5,05 
Ug = 7,61 te = 8,51 Vg = 7,83 
Gefaikonstanten in qmm . 0,809 0,890 0,830 
Blauséuregehalt — m 5000 m 5000 
Trockengewicht der in 5 cem 
suspendierten Bakterienmenge 0,46 mg 0,46 mg 046 mg 
. . ; mm ae mm i mim ; 
Gasbildung: Brodie emm Brodie mm Brodie mm 
Nach 30 Min. + 24 19.5 +17 15 + 17.5 14.5 
60 + 50 40.5 + 34 30 4+. 35 29 
Daraus folgt: Hemmung der Butterséuregarung durch 1 . 10°73 mol. 
HCN: 
39 — 12.5 ; 
, 6S 
39 
Nach Verdiinnung (GefaB 3) bzw. Neuzusetzen von Blausaéure (GefaB 2) 
Hemmung durch 2.10°4 mol. HCN: 
40.5 — 29 40.5 — 30 
e = 28 _ bzw. — 26 ae’ 
40.5 40.5 
Die Hemmung durch m/1000 HCN ist also reversibel. Die nach der 
Verdiinnung bleibende Hemmung von 28”, ist durch die bleibende 


Blauséurekonzentration von m/5000 bedingt, wie der Vergleich von GefaB 2 
und 3 zeigt. 
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Protokoli 4. 





55 


Der Versuch zeigt, dali der chemisch bestimmte Zuckerverbrauch der 
manometrisch gemessenen Gasbildung — sowohl in Hg wie in CO ent- 
spricht. 37°C.  Suspensionsfliissigkeit: Ringer, m/65 Lavulose, m/50 


Phosphat. py 


menge: 1,22 mg. 


6,2. Trockengewicht der in 1 cem suspendierten Bakterien- 








Volumina in ecem tp = 1 Up = l 
Uy, = 10,90 ve = 12,40 
Gefiikonstanten in qmm . 0,987 1,119 
Gasraum 100 °/9 He 100%, CO 
: . ? mm ; mm : 
Gasbildung : Brodie emm Brodie emm 
Nach 60 Min. 123.5 122 + 16 1s 
120 , + 238 235 + 32 36 
~ 180 + 345 340 + 45,5 51 
240 + 463 457 - 58 65 
Daraus errechneter Zuckerverbrauch 
in mg 92.10-? 13. 10-3 
ae =| Bei Beginn der  mano- 
S3¢°0 metrischen Messung . 277 .10-2 277.1072 
of z i 
S232). 
a nel Nach Beendigung d. mano- 
NSE metrischen Messung . 183. 10-2 263.102 
Chemisch bestimmter Zuckerverbrauch 
in mg 94 .10-2 14.19-? 


Protokoll 5. 


Der Versuch zeigt, dai die Kohlenoxydhemmung der Butterséuregdérung 


bei Belichtung mit 1 Million Hefner-Lux nicht reversibel ist. 37° (. 
Suspensionsfliissigkeit : Ringer, m/60 Livulose, m/50 Phosphat. py — 6,2. 





Trockengewicht der in 1 cem suspendierten Bakterienmenge: 0,62 mg. 
Volumina incem....... Uy 1 r? 1 Up 1 
Up, = 10,90 vy, = 11,29 Uy = 12,40 
GefaBikonstanten in qmm 0,987 1,022 1,119 
Gasraum 100 9/5 He 100 ©, CO 100°, CO 
Druckanderung in mm 20’ d +19 20’ d +35 | 20'd 3 
Brodie (h bedeutet hell: 2Vh +20 20' h +3 20' d +25 
Belichtung mit 1 Million 20' d + 2) 20' d +35 | 20'd 3.5 
Hefner-Lux, d bedeutet 20h + 17,5!) 20'h +35  20'd + 3 
dunkel) 20’'d +418 20'd +; 20' d + 3.5 








56 W. Kempner: Wirkung von Blausdéure und Kohlenoxyd usw. 
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Uber die Einwirkung 
des Glycerins auf Hiihnereiweib beim Erhitzen. 


Von 
N. Iwanowsky. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie des Medizinischen Instituts 
Saratow.) 


(Eingegangen am 31. Oktober 1952.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Frage bietet Interesse wegen der Anwendung des Glycerins 
zu verschiedenen Zwecken: beim Studium der Struktur des Eiweib- 
molekiils, bei praparativen Arbeiten als Lésungs- und Konservierungs- 
mittel (Fermente, Antigene usw.) und als Stoff, der die EiweiBkérper 
thermostabilisiert, mit praktischer Auswertung dieser Eigenschaft 
zwecks Bereitung von Vaccinen. 

In einer Reihe von Untersuchungen (1) (2) wurde festgestellt, daB 
Erhitzen der EiweiBkérper mit Glycerin ihre Spaltung mit Bildung eine 
groBen Menge zyklischer Verbindungen von Anhydridcharakter zur Folge 
hat. Die anhydrisierende Wirkung des Glycerins bei der Erwarmung ist 
auch fiir Aminoséuren und Peptide bewiesen (3) (4) (5) (6). Die Frage der 
Thermostabilisierung der EiweiBkoérper im Sinne ihres Schutzes vor Denatu- 
rierung bei der Erwaérmung mit Glycerin wahrend kurzer Zeit bei einer 
Temperatur gegen 100° kann nicht fiir gelést gelten. Spiro (7) gibt an, 
daB die EiweiBkoagulation in Anwesenheit von mehrwertigen Alkoholen 
der Fettreihe, im speziellen des Glycerins, gehemmt wird. Silber (8) hat 
Glycerin als thermostabilisierendes Mittel bei der Erwarmung der Eiweib- 
kérper des Blutserums und der Bakterien zwecks Bereitung von Vaccinen 
angewandt; das erhaltene Resultat erlaubte dem Autor die Folgerung, 
daB Eiwei8kérper in Anwesenheit von Glycerin beim Erhitzen nicht 
koagulieren und nicht denaturiert werden. eilinsson (9) kam zu analogem 
SchluB: beim Erhitzen der EiweiBlésung mit Glycerin .,bleiben die 
physikalisch-chemischen Eigenschaften des nativen EiweiBes in gréBerem 
oder geringerem MaBe erhalten“. 


Bei Klarung der Frage der Thermostabilisierung von EiweiBstoffen 
ist meiner Meinung nach eine Reihe von Momenten zu beriicksichtigen, 
von denen die wichtigsten folgende sind: 





= eo 


DS N. Iwanowsky : 


1. Die Leichtigkeit, mit der Proteine iiberhaupt Albuminate beim 
Erhitzen sogar mit schwachen Alkalien und Saéuren (organische Sauren, 
organische Basen und Anilinfarben) bilden und insbesondere die Leichtig- 
keit der Bildung von Alkalialbuminaten (10). 

2. Die scharfe Anderung der Dielektrizitatskonstante der Eiweib- 
lésung bei Zusatz von Glycerin. 

3. Die Besonderheiten der immunologischen Methode der Be- 
urteilung des Denaturierungsgrades des EiweiBes, auf Grund deren 
diese Methode hinsichtlich der Lésung dieser Frage schwerlich fiir ganz 
sicher anerkannt werden kann. 

Als Untersuchungsobjekt diente mir eine aus trockenem Praparat 
von Kahlbaum erhaltene filtrierte, 1°,ige, wasserige Lésung von 
HiihnereiweiB. 


Die EiweiBlésung war von schwach alkalischer Reaktion auf Laekmus, 
nach 30 Minuten langer Erhitzung im kochenden Wasserbad wurde eine 
stark ausgesprochene Opaleszenz beobachtet, d.h. das Eiwei®B gerinnt 
zum Teil, die Alkalitat der Lésung aber verhindert die Ausflockung. Dieselbe 
Eiweiblésung, vermischt mit gleichem Volumen Glycerin (spez. Gew. 1,76), 
bleibt beim Erhitzen unter gleichen Bedingungen klar ohne sichtbare Ver- 
anderungen. Aus dieser Lésung wird das Eiweifs durch Zusatz einer geringen 
Menge von gesattigter NaCl-Lésung nicht ausgefallt, die Eiweibfallung 
erfolgt aber sofort bei Anséiuerung der Lésung mit verdiinnter Essigsaure. 
Der Niederschlag ist im Uberschu8 der Essigséure léslich. Aus der sauren 
Lésung kann das EiweiB von neuem durch Zusatz einer geringen Menge 
gesittigter Na Cl-Lésung niedergeschlagen werden. Die zuvor mit verdiinnter 
Essigsiure bis zur schwach sauren Reaktion auf Lackmus angeséuerte 
EiweiBlésung gerinnt quantitativ beim Erhitzen im kochenden Wasserbad, 
das némliche geschieht auch beim Erhitzen der mit gleichem Volumen 
Glycerin versetzten EiweiBlésung (mit den Filtraten fallt die Grenzprobe 
negativ aus). 

Aus den angefiihrten Versuchen ergibt sich klar, daB abhangig 
von der Reaktion des Mediums bei der Erhitzung der EiweiBlésung 
mit Glycerin entweder lésliche Azid-Alkalialbuminate sich bilden oder 
EiweiBflockung auftritt. 

Die Besonderheit der Bedingungen der EiweiBverinderung in 
Gegenwart von Glycerin ist mit der Eigenschaft der Alkohole ver- 
bunden, die Dissoziationskonstante der stickstoffhaltigen Basen stark 
herabzusetzen. 

Das wurde sowohl fiir Aminoséuren als auch fiir Polypeptide bewiesen. 
wobei zwecks Herabsetzung der Dissoziationskonstante der Polypeptide 
eine geringere Alkoholmenge geniigt, da ihre basische Gruppe bedeutend 
schwacher ist als diejenige der Aminoséuren. Infolge der angegebenen 
Veranderungen der Dissoziationskonstante verstarkt sich der saure Charakter 
der Aminoséuren und Polypeptide. Es mu auch beriicksichtigt werden, 
daB Aminosaéuren in alkoholischer Lésung Alkali in weit geringerer Menge 
binden, als theoretisch vorauszusehen ist (11). Peptone und EiweiBbkérper 
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erhalten ebenfalls in Anwesenheit von Alkoho! die Eigenschaften von 
Carbonsauren und geben leicht Salze mit Alkalien (Wellstdtter). Dadurch, 
glaube ich, erklart sich, daB dieselbe Alkalitat der EiweiBlésung, die bei 
Erwarmung Opaleszenz hervorruft, in Gegenwart von Glycerin vollkommen 
fiir die Bildung einer léslichen Verbindung des EiweiBes mit der Base 
geniigt. 

In Tabelle I sind die Ergebnisse angefiihrt, die die Tatsache be- 
statigen, daB die sauren Eigenschaften des EiweiBes durch Zusatz 
von Glycerin zur Lésung gesteigert werden. 


Versuchsanordnung. 


In einer Reihe von Probierglaésern wurden je 1 cem EiweifBlésung von 
verschiedenem py, steigende Mengen von neutralem Glycerin und Wasser 
bis 6cem abgemessen. py der Mischung wurde nach sorgfaltigem Durch- 
mischen mittels kolorimetrischer Methode nach Michaelis bestimmt?!. Die 
Reaktion der EiweiSl6sung wurde durch Zusatz von verdiinnter H Cl- oder 
Na,C O,-Lésung hergestellt. 


Tabelle 1. 





Menge Pu der Lisung 
1°, ige ar , . , YY aS a ‘ as 
Kiweiblésung Wasser Glycerin 1 2 3 
cem ceem cem 
l 5 - 6.7 74 8.4 
l 4 1 6,7 7,7 8.4 
l 3 2 6,6 7,7 S.4 
1 2 3 6.5 7,6 8.4 
1 1 4 64 7.5 8.4 
1 5 6,3 7,5 8.4 


Aus den angefiihrten Ergebnissen ist zu sehen, daB mit der Er- 
hohung der Glycerinkonzentration die Aziditat der EiweiBlésung 
ansteigt. Diese Veranderung ist besonders deutlich bei der EiweiB- 
lésung mit schwach saurer Ausgangsreaktion (py 6,7). Mit Abschwachung 
der Aziditaét wird der EinfluB8 des Glycerins weniger bemerkbar, und 
bei pa 8.4 verdndert sich die wahre Aziditat der EiweiBlésung nicht 
merklich. Der erwaihnte verschiedene Charakter der Verainderung der 
aktuellen Reaktion erklart sich, meiner Ansicht nach, dadurch, dab 
in Versuchen mit groBem Na,CO,-Gehalt die Verschiebung der Eiweib- 
eigenschaften in der Richtung der sauren Seite durch UberschuB an 
Base markiert wird. 

Die Fahigkeit des denaturierten EiweiBes, durch Ammonsulfat 
auszufallen, andert sich infolge einer Reihe von Bedingungen, im 
speziellen des Denaturierungsgrades. Diese Abhiangigkeit ist eine 


1 


Die Indikatoren von Michaelis (Nitrophenole) verhalten sich in 
alkoholischer Lésung ungefaihr ebenso wie in wisseriger (Kolthoff). 





6) N. Lwanowsky : 


funktionelle, was von Annie Homer (12) fiir das der Warmedenatu- 
rierung unterzogene Pseudoglobulin bewiesen war. Man kann jedoch 
nicht unmittelbar diese Methode bei der Bestimmung des ‘Thermo- 
denaturierungsgrades des EiweiBes in Gegenwart von Glycerin an- 
wenden, da Glycerin an und fiir sich das Ausfallen des EiweiBes aus 
der Lésung durch Ammoniumsulfat verhindert. Uber diese Tatsache 
habe ich mich durch parallele Versuche an rein wasseriger und glycerin 
haltiger EiweiBlésung vergewissert, wobei ich mich der nephelometri- 
schen Methode bediente [St. Rusznydk (13)]. Die Ergebnisse dieser 
Messungen (Mittel aus mehreren parallelen Beobachtungen) sind in 
Tabellen IT und UI angefiihrt und graphisch dargestellt (Abb. 1 und 2). 
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Versuchsanordnung. 


In zwei Reihen Probierglaésern (mit Glycerin und ohne) wurden je 
0,2 cem frisch zubereitete 1° ,ige, wasserige HiihnereiweiBlésung und ver 


Reaktion, Konzentration 3 Mol) abgemessen. In der Reihe mit Glycerin 
blieb ‘die Ammonsulfatkonzentration unverandert (2,1 Mol), die Glycerin 
menge aber wurde verandert. Das Gesamtvolumen war in den Reihen 
dasselbe (10 cem). Nach dem Durchmischen wurde die Triibung sofort 
im Nephelometer von Kleinmann bestimmt. Als Standard wurde will- 
kiirlich der Inhalt des Probierréhrchens Nr. 3 aus der Reihe ohne Glycerin 
(pu 6.4) genommen. 





Tabelle II. 





aad 1 %/oige 7 (N Hy). 8S O4-Lisung 
sania Eiweiblisung wanes Konzentration | Relativtriibung 
Nr. ecm com — Mol 
] 
1 0,2 0,8 9,0 2,7 2,33 
2 0,2 1,8 8,0 2,4 1,57 
3 0,2 2,8 7,0 2,1 1,00 
4 0,2 3,8 6,0 1,8 0,62 
5 0,2 4.8 4.0 1,5 0,13 


schiedene Mengen Wasser, Glycerin und Ammonsulfatlésung (von neutraler 
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Tabelle 111. 





Versuch - . ige Wasser a Ana (NHyg)o SO 4- 
Fiweiblosung Konzentration ; Lisung Relativtriibung 

Nr. ecm ccem — Millimol 

1 0.2 2,8 1,9) 
2 0,2 2,7 O1 0.74 0.95 
3 0,2 2.6 0,2 1,48 0.89 
4 0,2 2.3 05 3.70 7 cem 0.79 
5 0,2 1,8 1 7.40 2.1 Mol 0.71 
6 0,2 1.3 1,5 11,10 0.66 
7 02 OS 20 14.89 0.58 
& 0.2 28 20.72 0.33 





Das gesetzmaBige Ansteigen der Relativtribung der Eiweib- 
lésung (Kurve Abb. 1) im Zusammenhang mit der Konzentration des 
Ammonsulfats beweist zunichst, daB die angewandte nephelometrische 
Untersuchungsmethode zuverlassig ist. 

Aus glycerinhaltiger Lésung wird das Eiweif durch Ammonsulfat 
bedeutend schwieriger ausgefallt, wobei die Fahigkeit des Eiweibes 
auszufallen mit VergréBerung der Glycerinkonzentration sinkt. Diese 
Verainderung kann durch Herabsetzung der dielektrischen Konstante 
der EiweiBlésung infolge des Zusatzes von Glycerin (Dielektrizitats- 
konstante des Glycerins 56, des Wassers SL) erklart werden, was 
zur Herabsetzung des Dissoziationsgrades tiberhaupt und im speziellen 
des Ammonsulfats fiihrt. Die Stabilisierung des EiweiBes durch Glycerin 
gegeniiber Salzen geben Hafner (14) und Jirgensons (15) an. 


Zusammenfassung, 


1. Glycerin verhindert nicht die Bildung von Alkalialbuminaten 
bei der Erwirmung des EiweiBes im alkalischen Medium. 

2. Glycerin stabilisiert die EiweiBlésung hinsichtlich der Eiweib- 
faillung durch Ammonsulfat. 
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Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. 
XIV. Mitteilung: 
Autokomplexflockung yon Natrium-Hefenueleinatsolen 
Von 
H. G. Bungenberg de Jong und F. A. Menalda. 
(Einge qangen am 1. November 1932.) 

Mit 9 Abbildungen im Text. 

1. Einleitung, Herstellung der Sole, 


Es wird in der vorliegenden Arbeit gezeigt, daB die Ausflockung 


(bzw. Koazervation), die Neutralsalze mit sechs-, drei- und zweiwertigem 
Kation in Natrium-Hefenucleinatsolen im rein wiisserigen Milieu 
hervorrufen, Autokomplexnatur! besitzt. Das hier untersuchte Beispiel 
vervollstindigt nach einigen Richtungen hin unsere Kenntnisse iiber 
die Autokomplexkoazervation : 

1. Die Kolloidsubstanzen, bei denen letztere bisher eingehender 
untersucht wurde, gehéren zu den Kohlenhydraten, Eiweibstoffen 
oder Phosphatiden. Diese Reihe wird nun um ein Glied die Nuclei- 
nate erweitert. 

2. Im rein wisserigen Milieu (bzw. bei den Lecithinen ohne im 
Kolloidteilchen bei der Solbereitung einverleibte bestimmte wasser- 
unlésliche molekulardisperse Substanzen, wie Triolein usw.) wurde 
bisher die Autokomplexkoazervation nur noch von ziemlich hoch ent- 


gegengesetzt. geladenen Tonen (positives Ichthyocoll — Kaliumferri- 
evanid, negatives Gummi arabicum bzw. Lecithin + Hexolnitrat) 


hervorgerufen. Das vorliegende Beispiel zeigt dasselbe nicht nur mit 
drei- und héherwertigen, sondern auch schon mit zweiwertigen Kationen 
(Mg, Ca, Sr, Ba). (Indes liegen die erforderlichen Gleichgewichts- 

' Anzeichen fiir die Autokomplexnatur der Flockungen mit sechs-., 
vier- und dreiwertigen Kationen fiir Natriumnucleinat sowohl aus Hefe 


als auch aus Thymus sind bereits aus einer friiheren Mitteilung zu ent- 
nehmen. Vel. H.G. Bungenberg de Jong u. J. Lens, diese Zeitschr, 235, 
174, 1931. 
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konzentrationen der Erdalkalikationen hier so hoch, dab denselben 
wohl schwerlich eine biologische Bedeutung beigemessen werden kann.) 

Als Ausgangsmaterial benutzten wir das Natriumnucleinat aus Hefe 
von Merck. Etwa 4.4 g lufttrockenes Pulver wurden zu 100 cem destilliertem 
Wasser gegeben und im Erlenmeyer-Kolben unter gelegentlichem Um 
schwenken bis zum Sieden erhitzt. Es bildete sich ein geringer, flockiger 
Niederschlag!. der sich nach ruhigem Stehen zusammenballte und ab 
filtriert werden konnte. Zu dem vollkommen klaren Filtrat wurden 300 cem 
(Sol 1) bzw. 700 cem (Sol Il und II1) destilliertes Wasser zugefiigt. Die 
Sole wurden im Eisschrank aufbewahrt. Die Trockengewichtsbestimmung 
ergab in Sol 11 0,435, in Sol L11 0,440 |, Trockensubstanz. Die Ausflockung 
wurde nach der Lichtabsorption (gemessen mit dem .Moll/schen Extinktio 
meter) beurteilt. Die Bestimmung der Umladungskonzentration erfolgte 
nach der in einer vorhergehenden Mitteilung beschriebenen kataphoretischen 
Technik. 

2. Ausflockung mit Neutralsalzen in rein wisserigem Milieu. 


Es wurden Flockungsreihen von der folgenden Zusammensetzung 
angesetzt: 

IScem Neutralsalzl6sung von variierter Konzentration 2 com 
Sol. Nach einer Wartezeit von '), Stunde wurde die Lichtabsorption 
gemessen. 

Die Gemische mit geniigend Hexolsalz, Luteokobaltchlorid und 
Calciumchlorid zeigen starke Flocken, die zu Boden gesunken sind. 
Sie wurden kraftig umgeschiittelt und gleich darauf gemessen. Der 
unregelmaBige Verlauf, besonders der beiden ersten Salzkurven, ist 
dieser Flockenbildung zuzuschreiben. 

Abb. 1 zeigt die MeBergebnisse. 
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Flockung yon Natrium-hefenucleinat im rein wasserigen Milieu 


Ordinate: Lichtabsorption in 
Abszisse: Logarithmen der (scheinbaren) Neutralsalz-endkonzentration 


1 Das Natriumnucleinat einer spateren Sendung léste sich in der Siede- 


hitze ohne Flockenbildung. 
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Es ergibt sich, daB nur die untersuchten Salze mit polyvalentem 
Kation ausflocken, daB dagegen mit Natriumchlorid (oder Kalium- 
chlorid) selbst keine Opaleszenz auftritt. 


Es flocken nun Hexolsalz und Luteokobaltchlorid bei unter sich 
aquivalenten Konzentrationen von etwa 2 Millidquivalenten aus. 


Die Ausflockungskurven der Salze mit zweiwertigem Kation 
(Calciumchlorid, Strontiumchlorid, Bariumchlorid) zeigen ein Maximum, 
das bei sehr hoher Konzentration liegt (etwa bei 0.5n). Wahrend 
Natriumchlorid und Kaliumchlorid ohne EinfluB sind, wird das Sol 
von etwa 50 Millidquivalenten Salzsiure stark ausgeflockt. Bis zu 
der hdchsten untersuchten Konzentration (0,9n Salzsaure) bleibt 
diese Ausflockung erhalten. 


3. Die Koazervatnatur der Ausflockung. 


Die Flockung, welche bei Zimmertemperatur entsteht, zeigt bei 
mikroskopischer Betrachtung das Bild der Abb. 2. Aus ihr ist nicht 





Abb. 2. 
Flocker, erhalten bei Zimmertemperatur aus Natriumnucleinat + Hexolnitrat 
Vergr. 140fach lin. 


mit Sicherheit auf die Koazervatnatur zu schlieBen. Bei Erhéhung 
der Temperatur aber nimmt die Flockung deutlichen  Fliissigkeits- 
charakter an, z. B. die mit Hexolnitrat bei 40°. Die Fléckchen ballen 
sich zusammen und nehmen die Gestalt von Trépfchen an. Bei kurzem 
Erhitzen auf h’here Temperatur erfolgt das ZusammenflieBen aber 
sehr viel rascher, anscheinend weil sie bei hC herer Temperatur wasser- 
reicher und damit weniger viskos werden. Man erhalt dann ein Bild 
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wie Abb. 3. Aber nicht nur durch Temperaturerhéhung, sondern auch 
schon bei Zimmertemperatur ist die Cberfithrung von Flocken in Trépf- 
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Abb. 3 
Dasselbe wie Abb. 2 nach Erwirmen. Die Flocken sind zu Koazervattropfen zusammen 


geflossen und bei der Abkiihlung schwach vakuolisiert 


Vergr. 115fach lin 





Abb. 4. 


Koazervattrépfchen, bei Zimmertemperatur erhalten durch Hinzufiigung von Resorein (End 
konzentration yon 15 ) zu einem mit Luteokobaltchlorid ausgeflockten Nucleinatsol. 
Vergr. 65 fach lin 


chen zu erzwingen, so durch Hinzufiigung von Resorecin (Abb. 4) 
oder Ammoniak (Endkonzentration 2.5°,,) in geniigender Konzen- 
tration. 
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4. Die Aufhebung der Autokomplexflockung durch hinzugefiigte Neutralsalze. 


Schon friiher wurde mitgeteilt, daB die Hexolsalzflockung durch 
Zusatz von Neutralsalz aufgehoben werden kann!. 

Hier unterfuchten wir besonders die Aufhebung der Luteokobalt- 
chlorid- und der Calciumchloridausflockung mit zugesetztem Neutral- 
salz. Wenn diese Ausflockungen auch in rein wiasserigem Milieu eine 
Autokomplexnatur besitzen, so ist zu erwarten, daB dabei die Valenz- 
reihen auftreten werden. Da aber die polyvalenten Lonen alle aus- 
flocken, ist die Reihe der Kationen beschrankt? auf das einwertige 
Kation. Es bleibt also nur die Méglichkeit iibrig, die Reihe der Anionen 
zu priifen. Auch diese ist fiir die Luteokobaltchloride nur aut die beiden 
ersten Glieder beschrankt, denn wir kennen kein dreiwertiges Anion, 
das mit Luteokobalt-ion nicht sofort einen Niederschlag liefert. 


Es wurden Mischungen der folgenden Zusammensetzung hergestellt : 


a) 2 cem Luteokobaltchlorid-lésung von 40 Milliaquivalenten 16 cem 
Neutralsalz-lésung von variierter Konzentration 2cem Sol I. 

b) 7cem Luteokobaltchlorid-lésung von 100 Millidquivalenten lleem 
Neutralsalz-lésung von variierter Konzentration 2cem Sol f. 

c) 2cem 2 n Caleiumchlorid- — 16cem Neutralsalz-l6sung von varierter 
Konzentration + 2cem Sol I. 


Die MeBergebnisse sind graphisch in Abb. 5a, 5b und 6 wieder- 
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Aufhebung der Flockung mit Luteokobaltchlorid durch hinzugefiigte Neutralsalze 

Die scheinbare Endkonzentration des Luteokobaltchlorids betrigt oben 4, unten 35 Milli 
fiquivalente 

Ordinate und Abszisse wie in Abb. 1. 

Da Caleiumeblorid selbst schon Autokomplextlockung hervorruft (die Caleiumehlorid- 
kurve ohne Luteokobaltchlorid ist gestrichelt eingezeichnet), vermifit man bei der Aufhebung 
die normale Reihenfolge der Kationen entsprechend der Valenzreihe. Die normale Reihenfolge 
der Anionen ist aber vorhanden 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. H. Lens, |. ¢. 
2 H.G. Bungenberg de Jong u. C. Winkler, diese Zeitschr. 248, 115. 1932, 
vel. dort Abschn. 7b. 
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Sowohl die Flockung mit 4 Millidquivalenten (a) als auch die mit 
35 Millidquivalenten (6) Luteokobaltchlorid) wird mit Kaliumechlorid 
und mit Kaliumsulfat aufgehoben, dabei wirkt Kaliumsulfat mit zwei- 
wertigem Anion starker aufhebend als Kaliumchlorid mit einwertigem 
Kation. sei der letzteren Reihe ist auch noch der EinfluB von 
zugesetztem Calciumchlorid untersucht worden. Wie zu erwarten, 
findet sich hier keine starkere Wirkung als bei Natriumchlorid, 
sondern die Kurve biegt sich aus dem Biindel heraus, um_ sich 
zuletzt nahezu an die Calciumchlorid-ausflockungskurve ohne Luteo- 
kobaltchlorid (gestrichelt eingezeichnet) anzuschlieBen 

Da das Sulfation nicht in geniigend 
hoher Konzentration bei der Aufhebung 


der Calcium-ausflockung (0.2n kon- °” Nullversuch (200 mAequ. (all) 
stant) benutzt werden konnte, wurde uo sal i, 


fiir die Untersuchung der Giltigkeit 
der Valenzreihe der Anionen Natrium- 


thiosulfat gewahlt. \ \ 


Auch hier zeigt sich, daB sowohl 


a." 
Natriumchlorid als auch Natriumthio- 7 Ig Fon 
sulfat die Calciumchlorid-flockung auf- Abb. ¢ 
heben. und dah das erstere Salz (mit Aufhebung d. Flockung mit Caleium- 
cities oN ee : bs 2 i chlorid (Endkonzentration O21 
zweiwertigem Anion) dabei starke1 Dandi Ghiaiadiindaa eit 
wirkt als das zweite (mit einwertigem Ordinate und Abszisse: wie in 
“aha Abb. 1 Die normale Reihenfolge 
Kation). der Anionen ist vorhanden 


5. Die Umladung im rein wisserigen Milieu und in Aceton-Wasser- und 
Resorcin-W asser-gemischen., 

Kataphoretisch wurde nun festgestellt, daB in rein wisserigem 
Milieu die Flocken mit Hexolsalz umgeladen werden (vgl. den Pfeil 
der Abb. 1), dagegen nicht mit Luteokobaltchlorid (untersucht bis 
zu 100 Millidquivalenten). 

Die Ausflockungstrajekte mit den zweiwertigen Kationen liegen bei 
zu hoher Konzentration, um mit Sicherheit mittels unserer Methodik 
der kataphoretischen Geschwindigkeit bestimmt werden zu konnen 


Ausfiihrlicher wurden die Umladungen bei Gegenwart von Aceton 
untersucht. Es wurden Mischungen von der Zusammensetzung 2 ccm 
Aceton (Is x) cem Neutralsalzl6sung von variierter Konzentration 

2cem Sol Il hergestellt und die kataphoretis« he Geschwindigkeit 
der Fléckchen bestimmt. Es laBt sich dann bei geniigend gedrangtet 
Lage der Kurvenpunkte graphisch die Umladungskonzentration er- 
mitteln. Dieselben sind am genauesten beim Hexolsalz zu bestimmen 


(Fehlerbreite etwa eine Einheit der zweiten Dezimale des Logarithmus 
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der Hexolsalzkonzentration). 
Fehlerbreite etwa bis zu dem doppelten (Luteokobaltchlorid) oder 


dreifachen Betrage zu. 


Fir die iibrigen Neutralsalze nimmt die 


Die MeBergebnisse sind in Tabelle I und Abb. 7 zusammengestellt. 
Wahrend im rein wasserigen Milieu Natriumchlorid keine Ausflockung 


\a 1 





Logarithmen det 


Tabelle 


Abb. 7 
Umladung in Aceton-Wasser-gemisch 
Ordinate: Logarithmen der (schein- 
baren) Umladungskonzentrationen — in 
Aquivalenten fiir ein Liter 
Abszisse Acetonkonzentratior 
Vol.- 


i. 


Umladungskonzentration der mit Aceton desolvatierten 





Sole. 
Netestiesite log I mladungskonzentration Endkonzenti ition an Acetor 
n Aquivalenten ol.- 
Nal] 0.59 60 
O30 67.5 
O.9S 75 
CaCl 0.33 25 
O98 35 
‘) 37 ay 
066 65 
0.30 7D 
CO(NH.),€1 0.18 11.3 
0.00 13.3 
as 12,2 
0.69 12.0 
0.26 1D 
0.92 25 
0.53 3D 
0.32 50 
O.1S H5 
0,12 75 
Hexolsalz 0.35 0) 
0.52 15 
0.30 25 
O15 50 
0.16 65 
O10 7D 








her 


kur 
ein 
in 

150 
Int 
stat 


sick 


gun 
bar 
kob 
Um 
dab 
Ste 


lad 
nur 
Mili 
fiir 

bzw 


(res 
es e 


blei 


der 
salz 
mal 
das 
zule 


aqu 
die 


der 

erfa 
sich 
chlo 
floc 


sole 


dure 





le 








Komplexkoazervation. XIV. 69 


hervorruft, ist dies bei geniigender Acetonkonzentration der Fall, und 
es erfolgt dann auch Umladung. Da sich zeigte, daB die Umladungs- 
kurve des Luteokobaltchlorids bei kleinen Acetonkonzentrationen 
einen steilen Verlauf nimmt, wurden in diesem Gebiet Reihen gemessen, 
in denen die Luteosalz-konzentration konstant auf 40, 60, 100) bzw. 
150 Millidquivalenten gehalten und 2 variiert wurde. Durch graphische 
Interpolation wurde so die Acetonkonzentration, bei der Umladung 
stattfindet, ermittelt. 

Da Abb.7 grundsitzlich dieselben Verhaltnisse aufweist, wie sie 
sich beim Gummi arabicum! vorfanden, sehen wir hier von einer ein- 
gehenderen Besprechung ab. Nur kurz zusammenfassend sei hier 
gesagt, daB das Aceton hier wieder die Rolle eines Desolvationsmittels 
iibernimmt und als Nebenwirkung die Kationenanheftung stark be- 
giinstigt. Die bei 70°, Aceton nahezu unter sich aquivalenten schein- 
baren Umladungskonzentrationen des Hexolnitrats und des Luteo- 
kobaltchlorids und die diesen schon stark angenaherte scheinbare 
Umladungskonzentration des Calciumchlorids zeigen wiederum an, 
daB die Anheftungsstellen der polyvalenten Ionen eben die ionogenen 
Stellen der Kolloidteilchen sind. 


Beim Lecithinsol fanden wir. daB hinzugefiigtes Resorcin die Um 
Jadungskonzentrationen erhdht. Eine solche Untersuchung kann hie 
nur mit dem Hexolsalz angestellt werden. weil nur dieses in rein wasserigem 
Milieu Umladung zeigt. Bei Gegenwart von 5 bzw. 10°,, Resorcin wurde 
fiir den Logarithmus der Hexolsalz-Umladungskonzentrationen 0.38 
bzw. 0.73-3% gefunden. 

Bis zu 100 Milliaquivalenten Luteosalz wurde die kataphoretische 
Geschwindigkeit bei Gegenwart von 5°, Resorcin gemessen. Hier kommt 
es ebensowenig wie in rein wasserigem Milieu zur Umladung. Die Flocken 
bleiben immer noch sehr schwach negativ geladen. 

Das Resorcin hat einen ausgesprochenen EinfluB auf den Charakter 
der Ausflockung. Wahrend in rein wasserigem Milieu mit Hexolsalz, Luteo- 
salz und Calciumchlorid nur locker gebaute Flocken entstehen, an denen 
man mikroskopisch die Koazervatnatur nicht erkennen kann, andert sich 
das mikroskopische Bild nun in dem Sinne, daB festere Kliimpchen und auch 
zuletzt kleine Koazervattrépfchen entstehen. 

Flockt man zuerst in rein wasserigem Milieu (z. B. mit 10 und 50 Milli 
aquivalenten Luteokobaltchlorid) aus, und fiigt Resorcin hinzu, so flieBen 
die Flocken zu groBen Koazervattropfen zusammen. 

Es wurde weiter untersucht, ob die Calciumchlorid-ausflockungskurve 
der Abb. 1 durch Hinzufiigung von Resorein Anderungen in ihrer Lage 
erfahrt. Dabei wurde auf alle Falle festgestellt. daB der ansteigende Ast 
sich schon bei einigen Prozenten Resorcin stark nach den héheren Calcium- 
chlorid-konzentrationen hin verschiebt. Wenn auch die Caleiumchlorid- 
flockung ihrem Wesen nach eine Autokomplexkoazervation ist, so ist eine 
solche Verschiebung (da das Resorcin die Anheftung der Kationen verringert 
durchaus zu erwarten. 


' Diese Zeitschr. 248, 115. 1932. 
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6. Die Umladung mit Hexolnitrat in rein wisserigem Milieu. 


Aus dem Verlauf der Hexolkurve in Abb. 7 (bis etwa 30°, Aceton 
nahezu horizontal) ist zu erwarten, daB die Umladungskonzentration 
des Hexolsalzes nur eine scheinbare ist, d.h., daB sie nur die Menge 
der Hexolionen angibt, die zur Anheftung an die vorhandene Kolloid- 
menge nétig ist, um die kataphoretische Nulladung zu erreichen, und 
daB die frei im Dispersionsmittel vorhandene Hexolionenkonzentration 
immer (d. h. auch in rein wasserigem Milieu) sehr gering ist. 

Danach miiBten die Umladungskonzentrationen im rein wasserigen 
Milieu der Solkonzentration proportional sein. Die daraufhin an- 
gestellten Versuche zeigen nun, da dies in der Tat der Fall ist. 

Das fiir diese Versuche verwendete Sol II hatte eine Konzentration 
von 0,435°, (Trockengewichtsbestimmung in dreifacher Ausfiihrung). 

Die Gemische hatten folgende Zusammensetzung: 


acem Wasser + bceem Hexolsalz von 10 Milliiquivalenten (8 
—b)cem destilliertes Wasser + 2 cem Sol Il. 
Es wurden Reihen angesetzt mit a 0, 5. 10, 25, 50, 100 und 200, 


Da fiir die Spiilung und Fiillung der kataphoretischen Kiivette 10 
bzw. 15 cem Flissigkeit nicht ausreichten, wurden die beiden ersten Reihen 
nach der verdoppelten Formel bereitet : 


2 acem Wasser + 2 bcem Hexolsalz von 10 Milliaéquivalenten (16 
2h) cem Wasser + 4cem Sol. 


Die MeBergebnisse sind in Tabelle Il dargestellt. 


Tabelle Ll. 


Umladung mit Hexolsalz und Solkonzentration. 





Nucleinat- Umladungskonzentration 
endkonzentration des Hexolsalzes lor Cy... log ( " 
9/5 Milliiqu. pro Liter oe. —_ 
40,0870 43 094-2 0,633 
0,9652 3,27 0,81- 2 0,51 -3 
0,9435 2.25 0,64--2 035-3 
0,0249 1,29 040° 2 011-3 
0,0145 0,75 016-2 O88 4 
0,00791 0,41 0.90—3 061-4 
0,00414 0.235 0,62—3 037-4 


In Abb. 8a sind die Daten der ersten und zweiten Spalte der 
Tabelle I] eingetragen. Die Kurve ist, abgesehen von den ersten 
Punkten, die geringe Abweichung zeigen, eine Gerade, die durch den 
Anfangspunkt geht. Da sich in jenen Kurven die Punkte bei den 
kleineren Konzentrationen anhaufen, und gelegentliche Abweichungen 
von dem gradlinigen Verlauf der Kurve in dieser Strecke nicht aut- 
fallen wiirden, sind die Daten der Tabelle I] auch noch in Abb. 3b 
logarithmiert eingetragen. 
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Aus der Tatsache, daB die in Abb. 8a durch den Nullpunkt des 
Koordinatensystems gezeichnete Kurve sich den versuchsmibig  be- 
stimmten Punkten gut anschlieBt, ist zu entnehmen, daB die wahre 
Gleichgewichtskonzentration der Hexolionen beim Umladungspunkt 
sehr klein ist, so daB die scheinbare Gleichgewichtskonzentration nur 
ein MaBstab fiir die an die Teil- 
chen angeheftete Hexolionen- 
menge beim Umladungspunkt ist. 4 
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Zusammenhang zwischen der scheinbaren Umladungskonzentration C, des Hexolnitrats und 
der Natriumnucleinat-konzentration in rein wisserigem Milieu. 


In Abb. 8a sind diese GriBen selbst als Ordinaten und Abszissen eingetragen, in Abb. 8b 
ihre Logarithmen. 


Unter der Voraussetzung, daB die urspriingliche negative Ladung 
der Natriumnucleinat-teilchen nur ionogener Natur ist, laBt sich aus 
der Tabelle II das ,,Aquivalentgewicht“ der freien (oder genauer gesagt 
fiir Hexolionen zuganglichen) ionogenen Stellen der Teilchen berechnen 
(Division der Werte von Spalte 1 durch die von Spalte 2). Im Mittel 
findet man dann 197. 

Im Laufe der Untersuchung wurde zwecks Verfolgung einer weiter 
in Abschnitt 7 zu beschreibenden Verwicklung noch mehrmals die 
scheinbare Umladungskonzentration, besonders an auf sehr verschiedene 
Weise gereinigtem Natriumnucleinat bestimmt. Dabei erhielten wir 
im Mittel fiir das ,,Aquivalentgewicht’ der freien ionogenen Stellen 
die Zah] 210 mit Schwankungen, die nicht mehr als etwa 3°, iiber und 
unter dieser Zahl lagen. Nur wenn die Reinigung tiber die Ausflockung 
mit Barium, Kupfer oder Hexolsalz verlief, d. h. also mit schwer véllig 
entfernbaren Kationen, wurden etwas héhere Zahlen (215 bis 230) 
erhalten. Es erscheint angebracht, diese Werte mit denen, die aus der 
uns bekannten Formel der Hefenucleinsiure folgen wiirden, zu _ver- 
gleichen. Da aber das von uns benutzte Praparat wohl nicht reines 
Hefenucleinat ist, kénnen wir einen solchen Vergleich nur angenihert 
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anstellen, wenn wir vorher den Phosphorgehalt unseres Praparats 
kennen. Die Analyse wurde von Herrn A. de Haan nach der Methode 
von Neumann ausgefiihrt, dabei wurden 8,05°, Phosphor ermittelt. 
Hieraus ergibt sich fiir das scheinbare Molekulargewicht des Tetra- 
nucleotids 1560. Die Formel von Levene fiir die Hefenucleinsaiure 
enthalt fiinf durch Metall ersetzbare Phosphorsiure-H-Atome, woraus 
fiir das scheinbare Aquivalentgewicht unseres Praparats sich eine Zabl 
(312) berechnet, die der GréBenordnung nach nicht sehr von der (220) 
verschieden ist, die sich aus den kataphoretischen Messungen berechnen 
laBt. 

Vergieicht man dieses Ergebnis mit den von uns bei den unter- 
suchten Lecithinsolen! erhaltenen, so ergibt sich ein ganz anderes Bild: 
Beim Lecithinteilchen sind die Molekiile in Kolloidteilchen so an- 
geordnet, daB nur ein Bruchteil (Sojabohnenlecithin etwa !/,, Ei- 
lecithin /,,) der vorhandenen ionogenen Gruppen frei zuginglich ist, 
die ubrigen vielleicht fiir Bindungszwecke der Molekiile untereinander 
in Anspruch genommen sind. 

Beim Nucleinatteilchen ist vermutlich die Anordnung so, da 
annahernd alle fiir die Anheftung von Hexolionen verfiigbaren ionogenen 
Stellen auch frei zugénglich sind. 

Genauer betrachtet erscheint aber zundchst unerklarlich, dab 
die kataphoretisch bestimmte Zahl hier kleiner ist, als aus der chemischen 
Forme! folgen wiirde. Wir méchten an dieser Stelle nicht tiefer auf diese 
Schwierigkeit eingehen, die sich vermutlich in dem Sinne lést, daB die 
urspriinglich negative Ladung nicht ausschlieBlich von den ionogenen 
Stellen hervorgerufen wird. 

Am anderen Ort werden wir am Beispiel des Natrium-arabinats 
dieselbe Sachlage eingehender besprechen. Jedenfalls erscheint es 
angebracht, fiir die kataphoretisch mit Hexolnitrat ermittelten Zahlen 
Ausdriicke wie ,,Aquivalentgewicht* der freien ionogenen Stellen zu 
vermeiden und an ihrer Stelle eine vollkommen neutrale Bezeichnung: 
Hexolzahl zu setzen. 

Aus der Strukturformel der Hefenucleinséiure ist nun weiter zu er- 
warten, daB8 bei Erniedrigung des py-Wertes die zur Umladung bendétigte 
Hexolionenmenge abnehmen mu (z. B. weil die dann erfolgende Salz- 
bindung der sekundéren aromatischen Aminogruppen schon Zentren von 
positiver, kapillarelektrischer Ladung liefert). Da von vornherein Puffer- 
gemische nicht erwiinscht sind (da alle vorhandenen Ionen die kapillar- 
elektrischen Ladungen beeinflussen), wurde zur Herstellung verschiedener 
Sauregrade Essigséiure benutzt. Die Gemische hatten folgende Zusammen- 
setzung: 10ccm Essigséurelésung von variierter Konzentration + 8 ccm 
Hexolnitratlésung von variierter Konzentration + 2 ecem Sol IT (0,435°,). 


Vgl. Tabelle IIT. 


1 Diese Zeitschr. 248, 131, 1932, vgl. dort Abschn. 5. 
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Tabelle Ill. 


Umladung mit Hexolsalz und py-Wert. 





Pu log (, PH log Cx 
6,93 035-3 4,0 0,25—3 
5A 0,32—3 2,52 0,05-3 


Ausgehend von der nur Wasser enthaltenden Versuchsreihe (py = 6,93) 
zeigt sich, wie zu erwarten, bei Erniedrigung des py zuerst eine kleinere, 
spiter eine starkere Senkung der Umladungskonzentration. 

Versuche, durch Hinzufiigung von Ammoniak auch den Einflu8 einer 
Erhéhung des py-Wertes auf die Umladung zu verfolgen, erwiesen sich als 
nicht zuverlassig, weil Hexolnitratlésungen sich dabei mehr oder weniger 
verfirben, wahrscheinlich also eine Zersetzung dieses Komplexsalzes 
auftritt. 


7. Die Gleichgewichtskonzentration der Hexolionen nach Ubersehreitung des 
Umladungspunktes. 

Da die Hexolsalzlésungen tief gefirbt sind, bot sich die Aussicht, 
die Gleichgewichtskonzentrationen der Hexolionen nach erfolgter Aus- 
flockung kolorimetrisch zu bestimmen. 

Es wurden daher Gemische von folgender Zusammensetzung 
angesetzt: acem Hexolsalz ven 10 Milliiquivalenten + (35 -— a) cem 
Wasser +- 5cem Sol III (0,440°, Trockengewicht). 

Nach erfolgter Ausflockung (Wartezeit wenigstens 15 Minuten) 
wurden die Gemische zentrifugiert und die Farbe der abzentrifugierten 
klaren Fliissigkeiten (welche wir der Abkiirzung halber mit Z. be- 
zeichnen wollen) im Kolorimeter von Leitz mit Hexolsalzlésungen von 
bekannter Stirke verglichen. Es stellte sich dabei heraus, daB eine 
hinreichende Genauigkeit in der Ermittlung der Hexolionen-konzentra- 
tionen auf kolorimetrischem Wege nur erreicht wird, wenn man als 
Vergleichslésung eine etwa gleich konzentrierte wihlt. Eine erste 
Bestimmung ist daher nur annahernd genau und mu8 durch eine zweite 
mit einer Vergleichslésung erginzt werden, die nur wenig von der 
Hexolkonzentration von Z. verschieden ist. Fiir a = 7 ist die Flockung 
noch nicht vollkommen, dagegen wohl von a = 10 an, wobei immer 
klare abzentrifugierte Flissigkeiten erhalten wurden. 

In der Tabelle V sind diese Gleichgewichtskonzentrationen in der 
zweiten Spalte enthalten, und zwar bedeutet B dort die Anzahl Kubik- 
zentimeter Hexolsalzlésung von 10 Millidaquivalenten, mit Wasser bis 
40 ccm aufgefiillt, die kolorimetrisch die gleiche Farbe hat wie Z. Aus 
Abb. 9 ist ersichtlich, daB die Kurve jener Hexol-konzentrationen eine 
Gerade ist, die die Abszissenachse bei a = 7 schneidet. Es wurde nun 
auch der Umladungspunkt bestimmt und bei a = 10 (6 ccm Hexolsalz- 
lésung von 10 Milliiquivalenten in 40 ccm Endvolumen) gefunden. 


5* 
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Wider Erwarten zeigt sich, daB Z. beim Umladungspunkt schon 
gefirbt ist, d.h., es hat den Anschein, daB beim Umladungspunkt die 
Hexolionen-gleichgewichtskonzentration nicht verschwindend klein ist. 
wie es sich eigentlich aus den Versuchen iiber die Aquivalenz Nuclei- 
nat/Hexol” (Abschnitt 6) folgern 14Bt, und woran man doch wohl 
schwerlich zweifeln kann. 

Einen Ausweg aus diesem Widerspruch bildet die Annahme, da in 
dem von uns verwendeten Praparat eine Mischung von wenigstens zwei 
Nucleinatfraktionen vorliegt, von denen beim Umladungspunkt die eine 
nicht ausflockt, andererseits kénnte man wohl an einen Unterschied dieser 
Fraktion, was das Solvatationsbestreben betrifft, denken. So ladt Hexolsalz 
auch Starkesol! um, ohne es auszuflocken, aber bei geringer Desolvation 
erhalt man in demselben Konzentrationsbereich eine Ausflockungszone. 

Die Farbe von Z. gibt also die Gesamtmenge von vorhandenen 
Hexolionen an. Ein Teil davon mu8 irgendwo an einer solchen Fraktion 
angeheftet, ein anderer Teil aber frei sein. Der letztere Teil, der der von 
uns gesuchten Gleichgewichtskonzentration entspricht, muSte nun 
bestimmt werden. 

Es bietet sich nun die Méglichkeit, diese Konzentration an freien 
Hexolionen mit Nucleinatsol zu titrieren, wobei der Endpunkt durch 
die Erreichung der kataphoretischen Nulladung angezeigt wird. 

(Denn man findet fiir diesen Punkt eine genaue Aquivalenz der 
Mengen, unbeeinfluBt von der vorhandenen Wassermenge, vgl. Abschn. 6). 

Es wurde nach folgender Methode gearbeitet : 

In eine Reihe ausgediimpfter Reagensréhren von 40 cem Inhalt wurden 
steigende Volumina von genau zehnfach verdiinntem Sol III eingefiillt, 
mit destilliertem Wasser auf 15 ccm aufgefiillt und zuletzt in jedes Rohr 
5eem klares Z. hinzugegeben. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung 
der kataphoretischen Geschwindigkeit, und aus den erhaltenen Daten 
wurde graphisch die Menge des zehnfach verdiinnten Sols ermittelt, bei 
der genau Umladung erfolgte. 

Tabelle IV zeigt ein Beispiel einer solchen Titration. 


Tabelle IV. 


Bestimmung der freien Hexolionen-menge in der von den Flocken abzentri- 
fugierten klaren Fliissigkeit der Mischung 5cem Sol IIL (= 0,435”) 
+ 16cem Hexolsalz-lésung von 10 Milliaquivalenten + 20 ccm Wasser. 





10fach verdiinntes ” , i , 
Sol 1 Kataphoretische Geschwindigkeit 


in willkirlichen Mafeinheiten 


ecm 

3,90 — 0,231 Umlad bei 
2/70 — 9,104 | ,Umledung bei 
2'50 — 0,059 oa com 10 fach 
2°90) 4 0014 verdinntes 
2,00 + 0,074 Sol 


1 H.G. Bungenberg de Jong, Rec. trav. chim. 48, 189, 1924. 
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Da 5cem Sol III 10,6cem Hexolsalz von 10 Milliaquivalenten 
aquivalent sind, verbraucht jedes Kubikzentimeter zehnfach verdiinntes 
Sol bis zum Umladungspunkt 10,6/50 = 0,212 cem Hexolsalzlésung. 
Im gesamten Z. (= 40 ccm statt 5ccm) liegt also eine Menge von 
freien Hexolionen vor, die enthalten ist in achtmal 0,212 . 2,27 = 3,85cem 
Hexolsalzlésung von 10 Milliaquivalenten. 

Es bedeuten in Tabelle V A, B, C die in 40 cem vorhandenen 
Mengen Hexolionen, ausgedriickt in Kubikzentimeter Lésung von 
10 Milliaquivalenten, und zwar A die Gesamtmenge, mit der jeder 
Versuch anfingt, B die Gesamtmenge im Z. und C die titrimetrisch 
bestimmte Menge freier Hexolionen im Z. Die Versuchsdaten sind in 
Abb. 9 eingetragen. Aus ihr ist ersichtlich, daB die gesamte, in jedem 
Versuch benutzte Hexolionen-menge sich darin in drei verschiedenen 
Zustinden befindet: 

1. Eine an das ausgeflockte Nucleinat gebundene Menge. 

2. Eine irgendwie gebundene Hexolionen-menge (molekular oder 

kolloid), gelést in der klaren abzentrifugierten Flissigkeit Z. 

3. Eine Gleichgewichtslésung der frei im Dispersionsmittel vor- 

handenen Hexolionen. 
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Abb. 9. 
Gesamte (kolorimetrisch bestimmte) und freie (durch das im Text beschriebene Titrations- 
verfahren ermittelte) Hexolionen-menge im Zentrifugat nach erfolgter Ausflockung des 
Nucleinatsols mit verschiedenen Hexolnitrat-mengen bei konstant gehaltenem Endvolumen 
von 40 ecm. 

Ordinate: Hexolionen-menge, die im Zentrifugat vorhanden ist. 

Abszisse: Die fiir die Ausflockung verwendete Menge Hexolionen. 

Als Mengeneinheit ist fiir beide die in 1 cemn Hexolnitrat-lisung vorhandene Hexol- 
ionen-menge (vgl. Text) gewiahlt. 


Ks sei hier nun besonders auf die auffallende Tatsache hingewiesen, 
daB die Kurve, die die Menge der freien Hexolionen im Z. angibt, nur 
sehr wenig rechts von einer Geraden liegt, die beim Umladungspunkt 
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beginnend unter einem Winkel von 45° schrag nach rechts oben verlauft, 
d.h. es werden zwar bis zum Umladungspunkt Hexolionen praktisch 
quantitativ adsorbiert, dariiber hinaus aber nur sehr wenig. 
Mit diesem sehr geringen Uberschuf ist aber die positive Auf- 
ladung verbunden. 
Tabelle V. 





A B Cc 
+] 1.76 — 
10 3,04 
12,5 5,34 1,86 
15 8,14 3.85 
17,5 10,34 6,22 
20 12,9 9,18 


1s gibt, wie aus Abb. 9 ersichtlich ist, bei konstant gehaltener Sol 
konzentration und bei Variation der zugesetzten Hexolmengen eine kon 
stante Menge von im Z. vorhandenen Hexolionen, die darin im gebundenen 
Zustande zugegen sind. 

Es fragt sich nun, wie sich die Verhaltnisse gestalten, wenn wir die 
zugesetzte Menge Hexolsalz konstant halten, ebenfalls die Menge Sol, und 
nur das Endvolumen variieren. 

Versuche ergaben, daB sodann die totale gebundene Hexolionenmenge 
nahezu gleich bleibt. Dieses Ergebnis schlieBt die Méglichkeit aus, daB 
die Hexol bindende Substanz etwa molekular geléstes Nucleinat sei, welches 
als gesittigte Lésung neben den Kolloidteilchen vorhanden ist. 

Alle Bemiihungen, diese Hexol bindende Substanz vom Natriumnucleinat 
abzutrennen (Dialyse, Fallen mit Alkohol + Natriumchlorid, Fallen 
konzentrierter Sole mit einem groBen UberschuB an Eisessig, wiederholtes 
Umfillen mit Salzsiure und anschlieBendes Lésen in Natronlauge) sind 
erfolglos geblieben. Selbst die Aufarbeitung der Barium-, Kupfer- und 
Hexolniederschlige selbst auf Nucleinsiure hatte ebensowenig Erfolg. 
Diese verschiedenen Reinigungsverfahren hatten auch keinen wesentlichen 
tinfluB auf die Hexolzahl (Abschn. 6). Eine Verunreinigung ist danach die 
Hexol’bildende Substanz wohl nicht. Vielmehr gewinnt man den Eindruck. 
daB es sich um Nucleinat selbst (aber im besonderen kapillarchemischen 
Zustande) handelt, das sich in einem gewissen Prozentsatz aus der ge 
samten Nucleinatmenge (auch nach erfolgter Abtrennung) immer wieder 
von neuem bilden kann. 


Zusammenfassung. 


1. Sole von Natriumnucleinat (py — etwa7) aus Hefe flocken in 
rein wasserigem Milieu mit Hexolnitrat, Luteokobaltchlorid und den 
Erdalkalichloriden aus, nicht dagegen mit Natriumchlorid oder Kalium- 
chlorid. 


2. Hexolnitrat und Luteokobaltchlorid zeigen dabei aquivalente 
Ausflockung. Hexolnitrat lidt aber bei etwas gréBerer (scheinbarer) 
Konzentration glatt um, wahrend Luteokobaltchlorid selbst bis zu 
n/10 nicht umladt. 
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3. Die Ausflockung hat Koazervatnatur. Durch verschiedene 
Umstande kann dieselbe zu fliissigen Tropfen zusammenflieBen (Tem- 
peraturerhéhung, Hinzufiigung von Resorcin bzw. Ammoniak). 

4. Die Ausflockung wird durch hinzugefiigte Neutralsalze auf- 
gehoben. Das Auftreten der Valenzreihen der Anionen dabei weist auf 
die Autokomplexnatur der Flockung hin. 

5. In Aceton-Wasser-gemischen wird die Anheftung der Kationen 
verstirkt, so daB nun auch Umladung mit den _ niedrigerwertigen 
Kationen (Luteokobaltion von etwa 12% Aceton an) zu erzielen ist. 
Luteokobaltchlorid und Hexolnitrat zeigen von etwa 65°, Aceton an 
nun auch aquivalente Umladung. Dasselbe ist fiir Calciumchlorid aus 
dem Kurvenverlauf von etwas gréBeren Acetonkonzentrationen (80°) 
an zu erwarten. 

6. Die zur Umladung von Natriumnucleinat in rein wasserigem 
Milieu erforderliche Hexolionenmenge ist genau der vorhandenen 
Nucleinatmenge proportional, unabhangig von der vorhandenen Wasser- 
menge. Es ist somit die Gleichgewichtskonzentration der frei im Di- 
spersionsmittel vorhandenen Hexolionen beim Umladungspunkt nur 
aiuBerst klein. 

7. Die Bestimmung der frei in der abzentrifugierten Flissigkeit 
der Hexolflockung vorhandenen Hexolionen zeigt an, daB bald nach 
dem Umladungspunkt nur wenig weitere Hexolionen angeheftet werden. 

8. In jener Fliissigkeit sind neben den freien Hexolionen auch 
noch gebundene Hexolionen vorhanden, wahrscheinlich angeheftet an 
eine Fraktion des Nucleinats, die nicht ausflockt. Bemiihungen, das 
Nucleinat von dieser Fraktion zu trennen, sind erfolglos geblieben. 


Zur Elektrochemie der Leber und Galle. 


Von 


Rudolf Keller. 


(Aus der Biologisch-physikalischen Arbeitsgemeinschaft im Zoologischen 
Institut der deutschen Universitat, Prag. Mit Unterstiitzung des 
Ministeriums fiir Schulwesen und Volkskultur der tschechoslowakischen 


Republik.) 


(Eingegangen am 2. November 1932.) 


Fir die Untersuchung der Elektrochemie der Leberarbeit fehlen 
noch viele Daten der rein chemischen Analytik, die nicht leicht zu 
erlangen sind. So z. B. hat noch niemand die Lymphe der Leber analy- 
siert, die vermutlich nahezu die ganze Harnstoffproduktion der Leber 
in das Blut abliefert. Der Mensch produziert tiglich ',, Liter Leber- 
lymphe, das Rind 3 Liter und mehr. Die Untersuchung ist dadurch 
erschwert, daB die LymphgefiBe sehr fein sind, auch bei den gréBten 
Tieren. AuBerdem fehlen genaue Bestimmungen mit modernen Methoden 
iiber den Kalium- und Natriumgehalt der kleinen Gallenkanilchen, die 
das Erstprodukt der Leber enthalten, bevor es im weiteren Verlauf 
durch Riickresorption von Wasser- und Natriumchlorid chemisch 
verandert als fertige Galle bequem in groBen Mengen analysiert werden 
kann. Man miiBte diese erste Galle mittels Mikropipetten gewinnen, 
wofiir die Schule Richards und Wearns eine genaue Methodik fiir die 
Niere ausgearbeitet und mit groBem Erfolg praktiziert hat. 

Die Arbeit der Leber ist rein chemisch eine ganz andere als die der 
iibrigen Verdauungsdriisen. Wie besonders die genauen Untersuchungen 
des Gambleschen! Instituts dargetan haben, andern die Magendriisen nichts 
am Chlorgehalt des Gewebswassers und lassen nur die Basenhalfte des 
Kochsalzmolekiils im Kreislauf zuriick, das Pankreas liBt den Basen- 
gehalt der Kérpersafte unberiihrt und ersetzt das Chlor durch Kohlensaure. 


* Gamble u. Me Iver, J. of exp. Med. 48, 845, 1928. 
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Die Leber Ja6t nicht nur in ihrem Hauptsekret, der Blasengalle, das Chlor 
bis auf einen kleinen Bruchteil 1/43 — ganz verschwinden, sondern enthalt 
den doppelten Basengehalt des Blutes, so als ob in den Leberzellen, an deren 
einem Ende die Blutkapillaren zuflieBen, wahrend am anderen Ende die 
Gallenkapillaren das Sekret hinausbeférdern, starke metallische Elektroden 
sitzen wiirden, die das Kochsalz der Leberparenchymzellen in Basen und 
in Saiuren zerlegen. Histologisch ist die Leber grundverschieden von anderen 
Driisen. 


Elektrisch, vitalfiirberisch und chemisch die auffallendsten Potentiale. 


Kiirzlich hat Okayama’ in der Leber, die erstaunlicherweise niemals 
vorher elektrisch untersucht worden ist, einfach Elektroden  ein- 
gestochen und bei Fréschen und Saugern im Parenchym eine Positivitét 
von 150 bis 200 Millivolt und mehr noch gegeniiber benachbarten 
Muskeln vorgefunden. In unserem Laboratorium hat Gicklhorn diese 
Versuche an Kréten nachgepriift und qualitativ richtig gefunden. Er 
fand allerdings nur durchschnittlich 47 Millivolt mit Mikroelektroden, 
und das Doppelte an nicht narkotisierten Tieren, erheblich mehr als 
man sonst in lebenden Geweben findet. Von den mikroskopischen 
Entfernungen von tausendstel Millimetern in die gewéhnliche 
makroskopische Schreibweise ibertragen, bei der Volt pro Zentimeter 
gerechnet werden, sitzt also in der Leberzelle eine Feldstarke von 
mindestens 150 Volt pro Zentimeter nach Okayama, oder etwa 50 Volt 
nach Gicklhorn, abgesehen davon, daB nach Coulombs Grundgesetz 
die Anzichungen und AbstoBungen in der Nahe quadratisch wachsen, 
wobei astronomische Ziffern zum Vorschein kommen. 

In Ubereinstimmung damit haben alle Untersucher, die Tiere mit 
elektropolaren Farbstoffen durchstrémten, das positive Fluorescein in den 
ersten Minuten in den Gallenkanalchen und der Gallenblase aufleuchten 
sehen, welch letztere wie eine Leuchtkugel alles erhellt (Ellinger und Hirt*). 
Ellinger und Hirt sowohl als Hartoch haben die Leber auch mit dem ent- 
gegengesetzt geladenen basischen Farbstoff Trypaflavin durchstrémt. 
Dieser geht aus dem Blute nicht in die Gallenkanalchen, sondern in das 
Zellplasma selbst, zum Teil auch Kernelemente anfarbend. Aus den Zellen 
geht er dann langsam in die LymphgefaiBe und erscheint spater auf der 
Oberflache der Leber als leuchtende Marmorierung, wie Halik*® zuerst 
entdeckt und Gicklhorn in neueren unver6ffentlichten Versuchen wieder 
beobachtet hat. Die Farbung mit dem anodisch wandernden Trypaflavin 
ist wie die meisten Farbungen mit basischen Farbstoffen viel langsamer 
als die Farbung mit kathodischen Substanzen. 


1 Okayama, J. of Biochem. 14, 1931. 

* Ellinger u. Hirt, Zeitschr. f. exper. Pathol.; Abderhaldens Handb. d. 
biochem. Untersuchungsmethod.; Werner Hartoch, ,,Strahlen-Therapie* 
und eigene Versuche; Chailley-Bert, Peyre u. Bertillon, C. r. Soc. Biol. 97, 
1676, 1427. 

3 Halik, Ergebn. d. Physiol. 30, 349, 1930. 
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Wir haben also in der Leber, wenn man so sagen kann, die starksten 
chemischen Potentiale, naimlich eine analysierbare Zerlegung der 
Koérpersafte in basische und saure Anteile wie bei einer Elektrolyse, 
und wir kénnen mit der mikroelektrischen Vitalfarbung und mit den 
Mikroelektroden die negativen und die positiven Stréme dort kon- 
statieren, wo die elektrolytische Hypothese sie vermuten muB, also 
negativ im Gallensystem und positiv im Parenchym der Leberzellen, 
die elektrohistologisch mit anodischen Granula mit Golgisubstanz, 
(ebenfalls anodisch) mit Glykogen (anodisch) angefiillt sind, neben 
denen wenig Platz bleibt fiir das Grundplasma, das wahrscheinlich 
negativ sein diirfte. Nehmen wir nun die vorliegenden Analysen des 
Svstems Leber-—Galle und durchmustern wir sie nach anodisch und 
nach kathodisch wandernden kérpereigenen Substanzen, so finden wir 
in der Gruppe der feindispersen und leicht diffusiblen Stoffe einige 
Bestatigungen der elektrischen Kataphorese. Die Ladung der meisten 
Farbstoffe, die im gewéhnlichen Lichte sichtbar sind, ist nicht ganz 
stabil, sondern je nach der Aziditét des Milieus und nach seiner Di- 
elektrizitaétskonstante schwankend, mit einer Tendenz zur Umladung 
auf negativ in der positiven Wasserphase des Blutes und besonders 
der Lymphe, fiir gewisse Farbstoffgruppen Trypanblau, Kongorot und 
aihnlich saure Farbstoffe, die zuerst von» Schulemann' 1917 als im 
Blute anodisch erkannt wurden. Daneben laBt es sich nicht leugnen, 
daB neben den positiv geladenen Substanzen auch so negative Stoffe 
wie Cholesterin, Lecithin, diese letzteren in auffallend groBen Mengen, 
in der Galle erscheinen. Nun ist — wie erwihnt — keineswegs die ganze 
Leber chemisch, farberisch und elektrometrisch genau untersucht. In 
dem System Leberparenchym-—Galle gibt es das Endothel der Gallen- 
kapillaren, das offenbar die stirkste negative Ladung besitzt, die mir 
bisher in meinen zahlreichen mikroelektrischen Analysen vorgekommen 
ist mit. der Richtung des positiven Stromes und der mit ihr gehenden 
Elektroendosmose von Wasser, Kochsalz, Fluorescein, Uranin, Casium- 
eosinat und die entgegengesetzt durchstrémte Wand der Gallenblase, 
die mit groBer Gier Wasser und Kochsalz zuriickresorbiert. Das 
Naheliegendste wire die Annahme, daB diese entgegengesetzt durch- 
strémte Wand die negativen Substanzen, also Basenfarben, Chole- 
sterin, Lecithin und sonstige negative Gallenbestandteile aus dem 
Blute in die Gallenblase und in die vielleicht elektroneutralen 
Sammelkanalchen der Lebergalle durchtreten 1aBt. Dieser Idee steht 
die Tatsache entgegen, daB man bei dem so empfindlichen Trypa- 
flavinexperiment, wobei Milliontel Farbstoffgehalt sichtbar werden 
miBten, keine Spur von Trypaflavin aus den GallenblutgefaiBen 


1 W. Schulemann, diese Zeitschr. 80, 1, 1917. 
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iibertreten sieht, zumindest nicht in der ersten Zeit nach der 
Trypaflavininjektion. 


Eine so weitgehende Annahme wie eine aktive elektrophoretische 
Gegenstr6mung von negativen Substanzen gegen die positive Richtung 
des sehr betrachtlichen Wasserriickresorptionsstromes ist auch gar nicht 
néotig, um das Vorhandensein negativer Stoffe in der Gallenblase ver- 
standlich zu machen. Es geniigt, daB an einer Stelle zwischen den Gallen- 
kapillaren und den Sammelkandlchen eine offene elektroneutrale Ver- 
bindung mit Gewebswasser oder Lymphe angenommen wird. 


Immer wieder sei wiederholt: der elektrophoretische Faktor ist nur 
ein Faktor der Stoffbewegung, in der Leber mit ihren groBen Spannungen 
offensichtlich ein dominierender, aber nicht der einzige! Ist einmal das 
Negative irgendwie in die Kanalchen hineingelangt, sei es durch Osmose, 
durch chemische Bindung an Alkalien, die seine Negativitaét entlidt, oder 
durch einfaches mechanisches EinflieBen aus Gewebsliicken, so ist es dann 
wahrscheinlich, daB im spaéteren Verlauf der anscheinend negativen Wande 
der Sammelréhren und der Gallenblase diese Stoffe durch Riickresorption 
der positivsten Substanzen Wasser und Kochsalz wieder elektiv im Lumen 
angereichert werden, wie es in der Niere, in der Milchdriise der Saéuger, 
im distalen Darm und an vielen anderen Orten geschieht. Uber diese vor- 
laufig nicht untersuchten Teile der Leber laBt sich heute nichts Bestimmtes 
aussagen. 

Die kérpereigenen Substanzen, die sich in der jiingsten Zeit als die 
elektrostabilsten Reagenzien fiir die Elektroposivitét erwiesen haben, 
Harnstoff und Zucker, auch die Harnsdure, die zweifellos in der Gallenblase 
und wahrscheinlich in den negativen Sammelréhrchen durch die Riick- 
saugung des Wassers konzentriert werden, sind in der Galle ausnahmslos 
in kleinerer Konzentration aufgefunden worden als im Blute. Das ist eine 
vom chemischen Standpunkt aus ganz erstaunliche, immer wieder von 
allen Untersuchern bestatigte Tatsache. Obzwar die Leber zweifellos das 
kohlenhydratreichste Reservemagazin ist (0,712, Zucker nach Heteny?) 
und auch ansehnliche Harnstoffvorrate besitzen muB, da Harnstoff, nach 
der kaum bestrittenen und wohl auch zutreffenden herrschenden Meinung 
nur in der Leber erzeugt wird, so kommt aus dieser Driise ein Sekret, das 
kohlenhydratarmer und harnstoff- und harnsduredrmer ist als das Blut. 
Wenn man einige Erfahrung in der Elektromikroskopie hat, sieht man 
augenfallig die negative Barriere vor sich, die Wasser und Geléstes auf 
ihrem kurzen Wege von der Leberkapillare durch die Zelle hindurch zur 
Gallenkapillare vorfindet. Ich habe sehr viele Analysenzahlen der Literatur 
durchmustert, aber immer wieder konstatiert, daB die Untersucher zwischen 
Leber und Galle einen stark iiberwiegenden Niveauunterschied in der 
Richtung von positiv zu negativ gefunden haben, wenn man diese Versuche 
nach unseren elektrohistologischen Erfahrungen deutet, nach denen Zucker, 
Harnstoff, Harnsaéure, Insulin, Kreatinin, Sulfate, Kalisalze stets in der 
Richtung des negativen Stromes wandern. Das ist keine Theorie, sondern 
eine empirische, auf experimentellem Wege gewonnene Erfahrung. Man 
stoBe sich nicht daran, daB Kalium das elektropositivste Metall ist, das 
die Gewebe enthalten, es handelt sich auch nicht um Kaliummetall oder 
um Kaliumionen, sondern um die tatsdchliche Erfahrung, daB neutrale 
Kalisalze, vielleicht chemisch verbunden oder adsorbiert an andere Stoffe 
in der Leber, Niere, Liquor, Humor, in den negativen somatischen und 
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Spermakernen, in Getreideembryonen, im Blute und in der Lymphe an den 
positiven Orten erscheinen und an den negativen abwandern. Moéglicher- 
weise ist es gerade die Elektropositivitat des Kalis, die wie bei den Basen 
Neutralrot und Methylenblau bei geniigender Verdiinnung bewirkt, dai 
es von negativen Stoffen adsorbiert und mitgefiihrt wird zur Anode. Eine 
Reproduktion dieses Vorganges am Hochspannungsmodell ist Gicklhorn 
nicht gelungen. Wir kénnen also den Vorgang nicht erklaren, sondern nur 
die Tatsache empirisch registrieren, daB Kali in lebenden Zellen zu den 
Flektroreagenzien mit einem Gefalle zur Anode zahlit. Das Sulfat, das in 
Niere und Darm, in Liquor, Humor und Glask6érper sich ebenso verhilt, 
ist nicht so verlaBlich wie Zucker, Harnstoff und Kali, weil es in einigen 
Organen verschwindet. 

Was das Verhaltnis der kérpereigenen Stoffe zueinander betrifft, so 
weiB man seit langem, daB zwischen Dextrose und Reststickstoff ein recht 
konstantes Verhialtnis besteht, der D/N- Quotient. Man fiihrt dies gew6hnlich 
darauf zuriick, daB bei Diabetes infolge der groBen Zuckerverluste ein 
gesteigerter Eiweibzerfall einhergeht. In vielen Fallen mag dies zutreffen, 
in anderen erscheint ein gesteigerter Eiweibzerfall sehr unwahrscheinlich. So 
z. B. gibt es nach Beobachtungen von Tashiro in Katos Laboratorium! 
neben der Fesselungshyperglykamie und der Narkosehyperglykimie der 
Kaninchen auch eine gleichzeitige ,,binding-hyper-carbamidemia*. Nun 
ist es schwer, zu glauben, daB beim Fesseln oder Narkotisieren eines Kanin- 
chens augenblicklich eine Harnstoffausschiittung ins Blut zu konstatieren 
ist, weil durch Nerveneinflu8 plétzlich K6rpereiweiB abgebaut und un- 
mittelbar darauf schon der Harnstoff ins Blut ausgeschiittet wird. Es ist 
aber doch wohl unméglich, daB der EiweiBzerfall und die Abfuhr von Harn- 
stoff ebenso plétzlich von 28,7 auf 17,5 mg-°., zuriicksinkt, weil die Tiere 
wieder losgebunden wurden oder aus der Narkose erwachen. Da ist es 
doch wohl die einfachere Annahme, da die von den Nerven in den Speicher- 
organen, vor allem der Leber, erzeugte Negativitaétsschwankung das Gleich- 
gewicht zwischen Ladung und Osmose zugunsten der Osmose verandert 
und die negativen Kolloide an den Kreislauf abgibt. Ein Teil des Zucker- 
iiberschusses im Blute kann méglicherweise auch davon herriihren, dah 
nicht bloB die Zuckerspeicher negativ werden, sondern auch dadurch, dai 
die Positivitaét der Lymphe wahrend der Narkose zuriickgeht. Dejdar hat 
im hiesigen Laboratorium durch Narkose 40° .ige Ausfalle der Positivitat 
der Lymphe erhalten, Gicklhorn, wie schon erwahnt, 50°, weniger Elektro- 
positivitaét des Leberparenchyms. 

Die Analysen der Pathologie nach dem Einbringen von Giften, Arznei- 
mitteln, Entfernung von Nerven oder Organen der inneren Sekretionen 
zeigen gewisse charakteristische Verainderungen, die den Untersuchern 
seit langem aufgefallen sind, so z. B. daB Wasser immer mit Natrium- 
chlorid geht, daB Kalium und Rest-N sich gleichsinnig verindern, dab 
EiweiB entgegengesetzte Wanderungstendenzen zeigt wie Natrium, Chlor 
und ahnliches. Dies alles sind Spezialbeispiele der Grundregel, daB die 
zwei Hauptgruppen der k6érpereigenen Stoffe nach entgegengesetzten 
Richtungen drangen. In der II. Medizinischen Klinik der Prager deutschen 
Universitat (Nonnenbruch) werden seit einiger Zeit Gallensteinoperierte 
genau analysiert. Die Fragestellung dieser Arbeiten ist eine rein medi- 
zinische. Die gewonnenen Ziffern passen jedoch sehr gut zu den hier 


1 Tashiro, Tohoku J. of exp. Med. 6, 609, 1925. 











vert 
Mole 


und 

3 Ta 
schn 
Aut« 
der | 
geha 
zZwel 
daB 

Blut 
kon 
eine 
hat, 

wegt 
Man 
dab 

kanr 
Zeit 

arte! 
Lym 


Deut 
von 

Male 
Auto 
29,8 

nach 
Abde 
serur 
trisc] 


Zelle 
bewi 
expel 
vorli 
weit 

Dage 
nicht 
geho 
word 
beso1 


I 
Dure. 
verse 
zitier 








nh 








Elektrochemie der Leber und Galle. 83 


vertretenen empirischen Regeln der anodisch oder kathodisch wandernden 
Molekiile. 


Gegeniiber den Analysen der normalen Gallen fallt bei Nonnenbruch 
und Mahler der hohe Chlorgehalt der operierten Gallen in den ersten 2 oder 
3 Tagen nach der Operation auf, néimlich zwischen 312 bis 520, durch- 
schnittlich 430 mg-°,,, also fast immer ein héherer als im Blute. Auch den 
Autoren ist dieser hohe Wert aufgefallen, sie haben aus den Milliaiquivalenten 
der anderen Anionen und der Kationen berechnet, daB er mit dem Gesamt- 
gehalt der verschiedenen Salze stimmt und die spiteren Analysen der 
zweijahrigen Arbeit mit besonderer Sorgfalt vorgenommen. Es war ja klar, 
daB die Steinoperation und die Anlegung der Fistel der ausflieBenden Galle 
Blut beimischen muBte, aber nicht, daB die Lebergalle mehr Chlor enthalten 
konnte als selbst das Blut. Und doch ist die exzeptionell hohe Chlorziffer 
eine Bestaétigung der Analysen des Gambleschen Instituts, welches. gefunden 
hat, daB das von der Leber abgehende Venenblut den ChloriiberschuB 
wegfiihrt, der in der Blasengalle fehlt (die nur '/,, des Blutchlors enthalt). 
Man kann nunmehr aus den Analysen von Nonnenbruch und Mahler folgern, 
daB die Vermutung der Autoren, daB Blut beigemischt ist, zutrifft, und 
kann hinzufiigen, daB dieses Blut zumindest zum groBen Teil in der ersten 
Zeit nach der Operation den Lebervenen entstammt und nicht den Leber- 
arterien, méglicherweise auch dem chlorreichen Gewebswasser, das zur 
Lymphe abstrémt. 

Nonnenbruch und Mahler!, denen bei ihrer Arbeit eine elektrophoretische 
Deutung ihrer Ergebnisse fernlag, schreiben: .,Besonders das Parallelgehen 
von Kalium und der Differenz zwischen Gesamt-N und Rest-N kam einige 
Male sehr sch6n zur Geltung“. Fiir das Kalium in der Leber erhielten die 
Autoren in ihren pathologischen Fallen Extremwerte zwischen 2,7 und 
29,8 mg-°,. Der Durchschnitt von 12,9 mg-°,, unbeeinfluBt und 10 mg-°,, 
nach Beeinflussung durch Karlsbader Miihlbrunn gegen 25,9 mg-°,, (nach 
Abderhalden) und 21,7 mg-°,, (nach Kral, Stary und Winternitz) im Blut- 
serum und das umgekehrte Verhaltnis bei Natrium stimmt mit der elek- 
trischen Gruppierung tiberein. 


Die Kritiker der Elektrohypothese der Molekiilwanderung in 
Zellen heben hervor, daB die Mikroelektroanalysemethode nicht streng 
bewiesen ist. Darin haben sie sehr recht, obzwar fiir die Richtigkeit der 
experimentellen Methodik heute schon ein umfangreiches Material 
vorliegt. Die Theorien tiber die Verteilung der Koérperstoffe sind noch 
weit davon entfernt vollkommen und liickenlos bewiesen zu_ sein. 
Dagegen sind auch die heute herrschenden Ionenwanderungshypothesen 
nicht nur nicht bewiesen, sondern, wie an anderer Stelle hervor- 
gehoben, durch die neuen Methoden in vielen Fallen entbehrlich ge- 
worden. Was die Verdauungsdriisen im allgemeinen und die Leber 
besonders betrifft, so glaube ich, daB in diesem besonderen Falle der 


1 Nonnenbruch u. Mahler, im Druck, Arch. f. Verdauungskrankheiten. 
Durch giitiges Entgegenkommen der Autoren bin ich in die Lage 
versetzt worden. aus dem unver6éffentlichten Manuskript einige Zahlen zu 
zitieren. 
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Gedanke einer Wanderung von Anionen oder Kationen durch Plasma- 
schichten nicht widerlegt ist, sondern eine gewisse Wahrscheinlichkeit 
fiir sich hat. 


Unterschied zwischen Ionenreaktionen und Elektrophorese. 


In der Literatur tiber die Elektrochemie biologischer Vorgiange be- 
gegnet man haufig Ausdriicken, wie z. B. ,,es diffundieren H’-lonen oder 
OH’-Ionen ab‘, ohne daB man sich Gedanken dariiber macht, woher die 
Energie fiir solche Vorgange genommen wird. Man vergift gewdhnlich, 
welche groBe Warmesumme bei der Absattigung von H und OH-Ionen 
frei wird und naturgemaéB wieder verbraucht wird, wenn man die Ionen 
durch Elektrolyse voneinander entfernt, wobei sie entladen und gewohnlich 
in neue Molekiile eingebaut werden. Wahrend also in den meisten Organen 
zunachst nur Wasser und Nichtleiter ihren Ort verschieben, ohne dai 
Ionen und Gegenionen voneinander getrennt werden, ein Vorgang, der 
nur ganz minimale Energiemengen zur Uberwindung der Reibung verbraucht, 
nach einer unver6ffentlichten Berechnung des Physikers unserer Gemein- 
schaft Reinhold Firth fimf GréBenordnungen weniger bei dem Elektrolyt- 
gehalt der tierischen Safte, so nehmen wir in der Leber eine wirklich 
Elektrolyse an, also etwas, was 200000mal mehr Kalorien konsumiert als 
etwa die groBe Riickresorption von Wasser in Gallenblase und Gallen- 
kanadlchen, die von mir nach der Intensitiét der Fluoresceinwanderung auf 
mindestens 8 Liter pro Tag fiir den Menschen geschitzt wird und die mit 
minimalem Kraftverbrauch bestritten werden kann. Ich gebe zu, dab 
es eine Zumutung ist fiir die mehr chemisch eingestellten Fachgenossen, 
solche Vorstellungen, die sich scharf abheben von den gewohnten Hypo- 
thesen, die aber in ein paar Jahren Trivialitéiten sein werden, ohne voll- 
giiltige Beweise auch nur in Erérterung zu ziehen, es mag auch sein, da 
die fortwaihrende Beschaftigung mit der elektrochemischen und physikali- 
schen Seite der Lebensvorginge den Experimentator dazu verfiihrt, den 
von ihm studierten starken Kraften einseitig allzugroBe Leistungen zuzu- 
schreiben, indessen demonstrieren die Experimente auf den verschiedenen 
Gebieten der Tier- und Pflanzenchemie eine so dominierende Mitarbeit 
elektrischer Zellkraéfte*, da8 dem vorurteilsfreien Betrachter, der sich die 
Miihe ' gibt, den gegenwartig schon sehr umfassenden Tatsachenbestand 
dieses Forschungsgebietes genau zu verfolgen, der Eindruck bleiben wird, 
da8 die biochemische Experimentierarbeit an diesen Dingen nicht langer 
voriibergehen kann. 


Zusammenfassung. 


1. Anders als andere Organe zerlegt die Leber die starksten Neutral- 
salzelektrolyte in Basen und Sauren, die ersteren an den negativen, die 
letzteren an den positiven Flachen erscheinend. 


2. Die empirisch als stabil negativ gefundenen Nichtleiter Glucose, 
Harnstoff mit dem negativen, Wasser mit dem positiven Strom 
gehend’ stimmen damit iiberein. 


1 R. Keller, Die Elektrizitat in der Zelle, 3. Auflage. Mahr. Ostrau, 
Kittls Nachf., 1932. 











Ch 
gel 


Se 
fes 
in 


no 
Te 
mi 
An 








la- 
eit 


be- 
der 
die 
ch, 
1en 
1en 
ich 
1en 
lal} 
der 
ht, 
in - 
yt- 
che 
als 
en- 
auf 
nit 
la} 
en, 
po- 
oll- 
laB 
ali- 
len 
Zu- 
1en 
eit 
die 
und 
rd, 
ger 


-al- 
die 


se, 
om 


au, 











Elektrochemie der Leber und Galle. S85 


3. Fir andere héchstwahrscheinlich ebenfalls negative Stoffe, 
Cholesterin, Lecithin, Gallensiuren, ist das Verhalten noch nicht auf- 
geklart. 


4. Die elektrometrische Nachmessung ergibt auf der positiven 
Seite Potentiale von einer Héhe, die bisher in anderen Organen nicht 
festgestellt wurden und pro Zentimeter Feldstarken von etwa 100 Volt 
in der gew6hnlichen makroskopischen Ausdrucksweise bedeuten. 

5. Die Leber des Menschen diirfte vielleicht 8 Liter Wasser oder 
noch mehr in die Gallenwege ausscheiden und bis auf einen kleinen 
Teil von 1 Liter riickresorbieren. Die Picksche Theorie iiber die Pro- 
minenz der Leber im Wasserstoffwechsel wird durch die elektrische 
Analyse unterstiitzt. 


Biochemie der Spermatozoon und Eizellen. 


Von 


Rudolf Keller. 


(Aus der biologisch-physikalischen Arbeitsgemeinschaft im Zoologischen 

Institut der deutschen Universitat, Prag. Mit Unterstiitzung des Mini- 

steriums fiir Schulwesen und Volkskultur der  tschechoslowakischen 
Republik.) 


(Eingegangen am 2. November 1932.) 


In chemischer Beziehung besteht zwischen Eizellen und Sperma- 


tozoiden ein scharfer Gegensatz. Bei demselben Tiere sind nicht nur 


die Hauptmasse der Zellen, die Proteine des Eies grundverschieden 
von den Nucleoalbuminen des Spermatozoons, viel verschiedener in 
den Bausteinen und Bindungen als von den iibrigen EiweiBen desselben 
Tieres, auch Salze, Zuckergehalt, Harnstoffgehalt, Wassergehalt sind 
grundverschieden. Bei den Salzen ist das Verhiltnis so, daB Natrium- 
chlorid charakteristisch ist fiir die Samenzelle, wihrend Kaliumsalze 
im Ubergewicht hauptsichlich bei Eizellen gefunden werden. Nehmen 
wir als Beispiel die Heringseier und die Heringsspermien, die von 
Steudel und seinen Mitarbeitern untersucht wurden, so gelangen wir 
nach Umrechnung in Milligramm-Prozent zu folgenden Ziffern?: 





Heringseier Heringsspermatozoen 
Harnstoff-N 230 mg-% Harnstoff (nicht angegeben) wahr- 

Glucose 440 mg-°, (Huhn 140—309mg-%) scheinlich minimal 

Kreatinin 4 mg-%, Glucose (nicht angegeben) wahr- 

Nach Bialaszewicz? (verschiedene Land- scheinlich minimal 
und Seetiere) Kreatinin (nicht angegeben) wahr- 

Kalium stark im Uberschub scheinlich minimal 
Natrium sehr wenig, auch hei Seetieren Kalium gegen Natrium 1:9 bis 1:35 

Chlor ~ e . - Natrium grobe Mengen 
Fette im Eidotter 35°, (Steudel) Chlor a 


Fette im Hering (Steudel) 64°, 


Die Analysenziffern sind den neuesten Arbeiten mit den modernsten 
Methoden entnommen. In den entscheidenden Tatsachen stimmen 
sie mit den altesten Untersuchungen des vorigen Jahrhunderts tiberein. 
Schon Schmiedeberg, Miescher, Kossel u.a. war die Kaliarmut der 


1 Nach Steudel in Bethe, Bergmann, Embden, Handbuch d. Physiol. 
XIV /1, S. 163, Julius Springer, Berlin 1926. 
® Bialaszewicz, Publ. Zool. Station Neapel 8, 355, 1927. 
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Spermienképfe aufgefallen, und ebenso haben die Mikrochemiker, 
allen voran Macallum, in den Kernen der mannlichen Geschlechtszellen 
bei Tieren so gut wie gar kein Kalium finden kénnen. Ich habe lange 
in Macallums Kaliummethode Zweifel gesetzt, es schien mir unfaBbar, 
da eine lebenswichtige, fiir Bau- und Chemismus so entscheidende 
Zellart, der Trager der wichtigen Erbmasse, ohne ein Element von der 
Bedeutung des Kaliums auskommen konnte. Ich war ein zu unbedingter 
Anhanger der Ionentheorie, und es erschien mir unwahrscheinlich, daB 
das positivste Ion gerade an sehr negativen Orten so gut wie ganz 
fehlen sollte und daB es an positiven in so hoher Konzentration erschien, 
Es ist aber nach so. vielen Zeugnissen und nach eigenen Nachunter- 
suchungen mit dem empfindlichen Kaliumreagens Natriumkobalt- 
nitrit nicht daran zu zweifeln, daB Kalisalze in recht erheblicher Kon- 
zentration zur Anode wandern kénnen'. Wirft man einen Blick auf die 
in der vorangehenden Arbeit aufgezihlten anodischen Stoffe, so sieht 
man, daB Natrium, Chlor auch in anderen negativen Geweben im Uber- 
schuB sind, Zucker, Harnstoff, Kreatinin, Kalium dagegen in tiberwiegend 
elektropositiven Geweben. Von dem ebenfalls anodischen Fett sind 
mir Vergleichsanalysen desselben Tieres nicht zuginglich, aber es 
zweifelt wohl niemand daran, daB der Fett- und Lipoidgehalt der Eier 
wesentlich héher ist, ebenso wie der Gehalt an Proteinen als der der 
Spermatozoiden. Dieses Verhaltnis kehrt bei den meisten Organen und 
Organzellen wieder, bei denen man die Bestandteile nach dem Ver- 
halten an positiven und negativen Gewebselektroden ordnet. Das ist 
um so erstaunlicher, als ja alle Zellen, auch die Generationszellen, wie 
die mikroelektrische Analyse zeigt, keineswegs einfach negativ bei den 
miannlichen und positiv bei den weiblichen Tieren sind, sondern sich 
bis zur Grenze der Sichtbarkeit -.. und wahrscheinlich auch dariiber 
hinaus -- in positive und negative Bestandteile unterteilen. Das 
Spermatozoid des Meerschweinchens und einiger anderer Séuger hat 
am Vorderende ein sehr kleines, besonders negatives Stirnband und ist 
im iibrigen mit einer positiven Oberflichenschicht bedeckt, der Schwanz- 
faden ist iiberwiegend positiv und stellt sich bei der Befruchtung an 
der ebenfalls positiven Eioberflaiche immer im rechten Winkel so ein, 
wie es das elektropositive Feld des Eies fordert, solange dieses un- 
befruchtet, also nicht entladen ist. Ebenso enthalt das Ei negative 
Stellen und elektroneutrale Stellen. Beim Pflanzenpollen ist der 
Kern nicht so positiv wie beim membranlosen Tierspermatozoon, er 


1 Die Tatsache, daB8 Kalium immer mit den Zuckern wandert, war schon 
Liebig bekannt und ist seither oft bestatigt worden. Die relative Elektro- 
negativitat des Kaliums ist ebenfalls schon lange aufgefallen. Osterhout und 
andere physikalische Chemiker fiihren diese Beobachtungen auf Differenzen 
der Ionenbeweglichkeiten im Plasma zuriick. 
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enthalt viel Positives und farbt sich stark mit anodischen Farbstoffen. 
Der Pflanzenpollen hat dementsprechend auch verhaltnismaBig mehr 
Kalium als Natrium (Kiefer 10:1). Der Pollen der héheren Pflanzen 
hat auBer dem generativen Kern einen sogenannten vegetativen Kern 
und viel Nahrstoffmaterial. 


Beim Tier ist die Negativitét der Spermaképfe und die Positivitat des 
Eikerns und der Randschicht des unbefruchteten Eies so hervortretend, 
daB sie mit der Mikroelektrode nachgepriift und bestatigt werden konnten 
( Péterfi bei Axolotl, Gelfan’ bei Seeigeln). Ein gewisser Gegensatz zwischen 
mannlichen und weiblichen Zellen Jit sich auch auBerhalb der Sexual- 
organe nachweisen. Es existiert dariiber eine grofe Literatur. Ich méchte 
nur hinweisen auf Ph. Joyet-Lavergne*, in dessen Buch man viel Material 
iiber diesen Gegenstand findet. Joyet-Lavergne selbst hat die Theorie aut- 
gestellt, daB das Plasma der weiblichen Generationszellen stdrker redi- 
zierend ist als das der minnlichen. Ich habe kein Urteil dariiber, ob dies 
zutrifft, da mir eigene Erfahrungen fehlen. 

Die meisten Biochemiker betrachten Experimente iiber elektrische 
und elektrochemische Eigenschaften sehr skeptisch. Die elektrische Energie 
wird erst seit 150 Jahren untersucht, die Kolloidladungen sind kaum ein 
Vierteljahrhundert bekannt. Man sollte aber nicht iibersehen. daB die 
Elektrizitaétsladungen der Kolloide und der Zellen immer schon dagewesen 
sind, ob wir sie nun anerkennen oder nicht. Im Laufe der Entwicklung 
des Tieres haben sie sogar den Vorzug einer gewissen Anciennitaét. Der 
Einzeller und wir selbst im Eizustand schweben im Wasser, haben nichts 
zu tun mit der Schwerkraft, nichts mit Muskelkraft, mit hydrodynamischem. 
arteriellem Druck, wir ernéhren uns antiosmotisch von der Speicherung 
des einen Promille Zucker aus dem miitterlichen Blute und bewegen uns 
wohl gréBtenteils mit Hilfe der Elektrizitét. Erst spater im Laufe der 
Entwicklung erhalten wir die anderen Energiearten zur Ausnutzung in 
unserem komplizierten Dasein. Es ist nur ein Zufall und die Riickstandigkeit 
der Mikroapparatur gewesen, die so lange die mikrochemische und mikro- 
elektrische Analyse verhindert hat. 


Zusammenfassung. 


Ordnet man die Substanzen, die im unbefruchteten Ei und im 
Spermatozoon als Hauptbestandteile aufgefunden wurden, so ergeben 
dieselben zwei Gruppen, von denen die eine zur Anode und die 
andere zur Kathode wandert und dort gespeichert wird. Die Nach- 
prifung mit dem Mikroelektrometer bestatigt die Tatsache, daB das 
unbefruchtete Ei eine positive Oberfliche und einen positiven Keim- 
fleck (Eikern nach Gelfan 10 Millivolt +) besitzt, wihrend die Haupt- 
masse des Spermatozoonképfchens stark negativ geladen ist. 


' Gelfan, Proc. Soc. exp. Biol. 29, 58, 1931, mit Mikroelektroden ; 
Kuwada, The Bot. Magazine, Tokyo 39, 128, 1925; 40, 198, 1926, mit 
farberischen Methoden an Pflanzen. 

2 Joyet-Lavergne, La physico-chimie de la sexualité Protoplasma 
Monographien 5, 108, Berlin 1931. 








nie! 
nul 
Ver 
NEI 
Un 
vor 
vor 
bei 
Met 
bei 
und 
nic] 














Chinone als Fermentmodell. 


VIII. Mitteilung: 
Der CO,/NH,-Quotient der oxydativen Aminosiuredesaminierung. 


Von 
Bruno Kiseh und Karl Sechuwirth. 
(Aus der Chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6ln.) 
(Eingegangen am 2. November 1932.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Bei den friiheren Untersuchungen! iiber die oxydative Desami- 
nierung von Aminosaduren durch katalytisch einwirkende Chinone war 
nur gelegentlich auf vereinzelte Versuche hingewiesen worden, das 
Verhaltnis der bei der Desaminierung gebildeten CO, zu dem gebildeten 
NH, zu ermitteln®. Nachfolgend berichten wir tiber systematische 
Untersuchungen, die den CO,/NH,- Quotienten bei der Desaminierung 
von Glykokoll und Serin, von Glycyl-Glycin und Glycyl-Tyrosin sowie 
von Glykokollithylester ermittelten. Glykokoll und Serin sind die 
beiden Aminoséiuren, deren Desaminierung am besten mit unserer 
Methode gelingt, d.h. die die reichste NH,-Ausbeute ergeben*. Die 
beiden Dipeptide sind in den friiheren Untersuchungen genauer studiert 
und ihre Desaminierbarkeit durch Chinone der von Glykokoll und Serin 
nicht gleichgefunden worden (andere py-Optima, andere wirksamste 
Katalysagene, andere NH,- und CO,-Ausbeute)*. Als Katalysagene 
wurden einerseits Brenzcatechinderivate, andererseits Resorcin ver- 
wendet. 

Die allgemeine Methode ist jiingst genau an anderer Stelle beschrieben 


worden*. Die Besonderheiten der Anordnung fiir CO, und NH,-Bestimmung 
im gleichen Versuch seien kurz zusammengefaBt. 


' Mitteilungen I bis VII, diese Zeitschr. 

* Bruno Kisch, Fermentforschung 13, 483, 1932. 
3’ Diese Zeitschr. 244, 440, 1932. 

* Ebenda 250, 135, 1932; 252, 380, 1032. 
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Methodik. 


Die Anordnung ist aus Abb. | leicht ersichtlich, die durchgesaugte 
Luft passiert erst eine Waschflasche mit konzentrierter Schwefelsaure. 
dann einen Natronkalkturm, eine mit Kalilauge (1:1) und schlieBlich 
noch eine mit n/25 Barytlauge beschickte Waschflasche. Die so von 
Kohlensiure und Ammoniak befreite Luft kommt nun in das die 
Reaktionsfliissigkeit enthaltende Substratrohr, von hier in eine zwecks 
Ammoniakabsorption mit 20 cem n/25 Salzsiure und in eine mit 40 ecm 
n/25 Barytlauge zur Kohlenséiureaufnahme beschickte Waschflasche. 


Substratrohr ,nfes htt 
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Abb. 1. 


Die Waschflaschen waren durch méglichst kurze Vakuumschlauch- 
verbindungen vakuumdicht zu einem System vereinigt. Wir konnten in 
einer Apparatur je acht solcher Systeme in Parallelschaltung unter 
Zuhilfenahme eines Vakuumreservoirs in Gestalt einer leeren, zwischen 
Pumpe und Apparatur geschalteten Saugflasche von 5 Liter Inhalt mit 
einer einzigen Wasserstrahlpumpe betreiben. 


Die Substratrohre standen in einem auf etwa 40°C erwdrmten 
Thermostaten, waihrend die Flaschen fiir die Ammoniakabsorption mit 
Eiswasser gekiihit wurden. Es hat sich als sehr zweckmaBig erwiesen, 
fiir die Substratrohre sowie fiir die Barytvorlagen sogenannte Sinter- 
waschflaschen von Schott & Gen., Jena, zu verwenden. Wie aus der 
Zeichnung ersichtlich, hatten die Substratrohre an der Eintrittséffnung 
einen kleinen Trichteraufsatz mit Glashahn. Durch diese Abanderung 
lieBen sich die Phosphorsdure- bzw. Natronlaugezusitze ohne Offnung 
der Apparatur durchfiihren. Die Barytvorlagen wurden auSer mit 
der Barytlésung noch mit je '/,cem 96°%igem Alkohol beschickt, 
wodurch infolge Erniedrigung der Oberflichenspannung der Fliissigkeit 
ein sehr feines Perlen der Luftblasen und damit eine véllige Absorption 
der Kohlensiure erzielt wurde?. 


! Vel. Bruno Kisch, Fermentforschung 18, 433, 1932. 
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Die Konzentration der in den Ansitzen enthaltenen Chemikalien 
war die gleiche wie wir sie friiher verwandten (m/40 Substrat, 
m/1000 Katalysagen und zu je 10 ccm dieser Mischung 10 cem Puffer- 
lésung). Die verwandten Aminosiuren waren von Hofmann-La Roche 
bzw. Merck bezogen; den I. G. Farbenfabriken Elberfeld sind wir fiir 
die Uberlassung eines Quantums reinen Oxyhydrochinons sehr zu Dank 
verpflichtet. 

Als Puffer verwandten wir Boratlésungen, wie sie von Sdrensen 
angegeben worden sind. Die bei den einzelnen Versuchen angewandte 
Wasserstoffionenkonzentration ist jedesmal in den Tabellen, in denen 
die Versuchsergebnisse aufgefiihrt worden sind, angegeben. Sie ist 
so ausgewihlt, daB sie jeweils dem in friiheren Untersuchungen er- 
mittelten optimalen py fiir die betreffenden Substrat/Katalysagen- 
systeme entspricht. 

Da unsere Lésungen nicht vollkommen kohlensaurefrei waren, 
ermittelten wir ebenso wie fiir die Ammoniakbestimmungen den Blind- 
wert der Lésungen so, daB wir jedem Ansatz zwei Kontrollproben bei- 
fiigten, von denen eine nur das Substrat, die andere den zur Anwendung 
kommenden Puffer sowie das Katalysagen ohne Substrat enthielt. 
Die fehlenden Fliissigkeitsmengen wurden durch kohlensiurefreies 
Wasser ersetzt. Die so ermittelten Blindwerte wurden von den ge- 
fundenen in Abzug gebracht. 

Die Riicktitration der Vorlagen geschah bei den Salzsaurevorlagen 
mittels n/25 Natronlauge, bei den Barytvorlagen mit n/25 Salzsiure. 
Im ersteren Falle verwandten wir Methylrot, dem eine Spur Methylen- 
blau zugesetzt war, im letzteren Falle Phenolphthalein als Indikator. 


Versuchsergebnisse. 


Innerhalb der methodischen Fehlergrenze ist. wie die Versuche, die 
in Tabelle | zusammengestellt sind, zeigen, der CO,/NH,-Quotient bei 
der Katalyse oxydativer Desaminierung von Glykokoll und Serin l. 
Dies stimmt mit den Erfahrungen iiberein, die Edlbacher und Kraus! bei 
ahnlichen Versuchen bei Glykokoll als Substrat und Adrenalin als Kata- 
lysagen gemacht haben. Wir haben, wie aus der Tabelle I hervorgeht, fiir 
Glykokoll und Serin bei Verwendung des Brenzcatechins sowie seiner 
Derivate: Oxyhydrochinon, Adrenalin, Gallussiure sowie bei Verwendung 
von Resorcin als Katalysagen feststellen kénnen, da® bei der katalytischen 
Desaminierung dieser Art auf je ein Mol frei werdenden NH, ein Mol CO, 
frei wird. 

Ganz anders war, wie ebenfalls aus Tabelle I zu ersehen ist, das Er- 
gebnis bei Glycylglycin und Glycyltyrosin, zwei Dipeptiden, die, wie friiher 
gezeigt werden konnte, von Oxyhydrochinon sehr reichlich desaminiert 
werden (l.c.). Der reichlichen NH,-Ausbeute entsprechen nur Spuren 
CO,, bei Glycyltyrosin konnten nicht einmal Spuren CO, sicher nach- 


1S. Edlbacher u. J. Kraus, Zeitschr. f. phys. Chem. 178, 239, 1928. 
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gewiesen werden. Das entspricht Erfahrungen, wie sie EHdlbacher und 
Kraus mit dem Glycylglycin bei Adrenalineinwirkung gemacht haben. 

Bei Glykokollathylester sind die gebildeten CO,-Mengen zweifellos 
weit jenseits der methodischen Fehlergrenze, aber der ©O,/NH,- Quotient 
betragt nur etwa 0,2 bis 0,3. 

Die Versuche mit Glyeylglycin und Glycyltyrosin sind ein neuerlicher 
eindeutiger Beweis dafiir, daB diese Dipeptide bei unseren Versuchen vor 
der Desamininierung nicht in die einfachen Aminoséuren gespalten 
werden, wie dies der eine von uns friiher schon auf Grund des Verlaufs 
der Kurve der pqy-Optima und des Vergleichs der NH,-Ausbeute bei Glycyl- 
glycin und Glycylleucin bzw. Glycyltyrosin erwiesen hat!. 

Es ist nicht ausgeschlossen, daB die Spuren C O,, die bei der Glycylglycin- 
im Vergleich zur Glycyltyrosindesaminierung nachweisbar sind, durch eine 
spurenweise Hydrolyse des ersteren bei unseren Versuchen begriindet 
werden. Fur den Glykokollathylester kénnte man um so eher geneigt sein, 
eine teilweise Verseifung dafiir verantwortlich zu machen, daB neben NH, 
zwar nicht aquimolare, aber doch beachtliche Mengen CO, gebildet werden, 
als sich beim Glykokollathylester auch die Abspaltung von Alkohol bei 
unserer Versuchsanordnung unmittelbar erweisen laBt*?. Auch ist bei 
langer Versuchsdauer der Betrag der gebildeten CO, gréBer als bei kurzer 
Versuchsdauer (siehe Tabelle I), ohne in bestimmter Korrelation zum ge- 
bildeten NH, zu stehen. 

Tabelle Il. 





Proto- a Tempe- Ausbeute an 
suchs- : : ‘ inc 25 " 
koll dauer | T@"" | Substrat Katalysagen Puffer fe Se ee hh PG: erat 
:  @ , ec : NH; 
Nr. in Std. | 0( CO, NHg 


1] 


10 40 39 Alanin Oxyhydro-  Borat- 10,1 0,3 0,2 — 


chinon gemisch 
10 40 39 * m i 10.1 O06 O38 _ 
11 16 36 Leucin a a 10.0 0,0 03 
11 16 36 s a ‘ 10.9 0,0 03 
11 16 36 Isoleucin = m 10.0 O11 0,2 - 
11 16 36 . Be 10.0 00 0,2 -- 


In Tabelle II sind einige Versuche mit Alanin, Leucin, Isoleucin wieder- 
gegeben, die zeigten, daB jene Aminosiéuren, die durch unsere Katalysagene 
nicht angreifbar sind*, bei unserer Versuchsanordnung weder NH, noch 
CO, liefern. 

Die Verwendung von Boratpuffern lehrt, wie schon friiher* die von 
Carbonatpuffern, daB dem Phosphat in unserem Katalysatorsystem keine 
spezifisch-chemische, sondern nur die Rolle des Puffersystems zukommt. 


Zusammenfassung. 


Bei der oxydativen Desaminierung von Glykokoll und Serin durch 
Katalyse unter Verwendung von Brenzcatechin, Oxyhydrochinon, 


1 Bruno Kisch, diese Zeitschr. 250, 135, 1932; 252, 380, 1932. 
2 Derselbe, ebenda 236, 379, 1931. 
3 Derselbe, ebenda 244, 440, 1932. 
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Adrenalin, Gallussiure oder Resorcin als Katalysagen wird CO, und 
NH, im Verhiltnis 1:1 gebildet. 

Glyeyltyrosin wird durch Oxyhydrochinon als Katalysagen reichlich 
desaminiert, ohne daB CO, gebildet wird, Glycylglycin ebenfalls. Bei 
der katalytischen Desaminierung des letzteren sind Spuren, bei der 
des Glykokollithylesters deutliche Mengen (CO,,NH, = etwa 0,2) 
CO, nachweisbar, was vermutlich seinen Grund in einer Abspaltung 
von kleinen Mengen von Glykokoll aus diesen beiden Substraten haben 
diirfte. 

Alanin, Leucin, Isoleucin liefern bei unserer Versuchsanordnung 
nur Spuren von NH, und COQ,. 

Bei den Ansitzen kann der Phosphatpuffer schadlos durch Borat- 
pufferung ersetzt werden. 
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Die Beeinflussung der Gewebsatmung durch Phosphate. 


Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der Chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
K6In.) 


(Eingegangen am 2. November 1932.) 
Mit 12 Abbildungen im Text. 


Die bedeutsame Rolle, die Phosphorverbindungen im Getriebe des 
Zellstoffwechsels spielen, ist bekannt, wenn auch in Einzelheiten noch 
reichlich umstritten und unklar. 

Kriihere eigene Untersuchungen! hatten sich mit der Beeinflussung 
der Gewebsatmung durch chemische Faktoren in phosphatfreier Nahr- 
lésung befaBt, und die hochgradige Verschiedenheit chemischer BeeinfluB- 
barkeit verschiedener Gewebe durch den gleichen Stoff kennengelehrt, 
auch wenn es sich um Stoffe wie Traubenzucker, Methylglyoxal, Milch- 
siure, Brenztraubenséure, Alanin, Serin usw. handelte, also um Stoffe, von 
denen eine organspezifische Wirkung bisher nicht vermutet worden war. 

Die vorliegende Arbeit suchte die Fragen zu beantworten: 

1. BeeinfluBt ein Zusatz von Phosphat zur Nahrlésung die Gewebs- 
atmung merklich und gesetzmaiBig, und wenn dies der Fall ist, tut er 
es bei verschiedenen Organen grundsitzlich in der gleichen Weise ? 

2. BeeinfluBt der Phosphatgehalt der Nahrlésung die Wirkungen, 
die Traubenzucker, Lactat, Pyruvat, Alanin und Serin auf die Atmung 
der verschiedenen Gewebe nach den eigenen bisherigen Erfahrungen 
ausiibt ¢ 

Die verwendete Arbeitsmethode war wie in friiheren Arbeiten die 
Manometermethode von O. Warburg. Die Versuchstemperatur war 37°. 
Untersucht wurden frisch entnommene und auf Eis als ganzes Organ ge- 
alterte Gewebe von Ratte, Meerschweinchen, Katze, Schaf, Rind *. 

Die Versuchstiere hatten keinerlei Medikamente erhalten. Als Nahrsalz- 
lésung wurde als NR (Normalringer) verwendet: 0,9", NaCl, 0,023, KCI, 


' Zusammentassende Darstellung siehe Miinch. med. Wochenschr. 79, 
1947, 1932; Zeitschr. f. Kreislaufforsch. 25, 5, 1933, wo die bisher ge- 
wonnenen Versuchsergebnisse statistisch zusammengefalt sind. 

2 Bei den Versuchen verwendete Retina wurde immer erst unmittelbar 
vor Versuchsbeginn dem Bulbus entnommen. 
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0,013", CaCl, 0,026°,, NaHCO,, als PhNR (Phosphatringer) die gleiche 
Lésung, in der das NaH CO, durch Sérensensche Phosphatmischung ersetzt 
war. Hierzu wurde, um die hemmende Nebenwirkung zu hoher Kalium- 
dosen zu vermeiden', immer Na-Phosphat verwendet, und zwar in einem 
Teil der Versuche m/15 Phosphat (m/15 PhNR), in einem Teil der Versuche 
m/60 Phosphat (m/60 PhNR). Um grobe Ca-Phosphatfallungen zu vermeiden, 
wurde in allen Versuchen (NR und PhNR) die CaCl,-Konzentration nur 
halb so hoch genommen als in den Versuchen friitherer Arbeiten. Dies ist 
schadlos méglich, da friiher von J. Leibowitz? im hiesigen Laboratorium 
gezeigt werden konnte, daB auch eine Verminderung der von uns allgemein 
gebrauchten CaCl,-Mengen bis auf ein Drittel die Gewebsatmung nicht 
wesentlich beeinfluBt. 

Das pu der verwendeten Nahrlésung betrug stets 7,4. 

Die Vergleichsversuche wurden mit NR und PhNR stets in der gleichen 
Versuchsreihe an Schnitten ein und desselben Organs ausgefiihrt. In den 
Tabellen stellt jede Querreihe eine solche Versuchsserie, die gleichzeitig 
am Material des gleichen Organs ausgefiihrt wurde, dar. Bei den Versuchen. 
bei denen die Atmung iiber Stunden verfolgt wurde, umfaBt jede einzelne 
Beobachtung einen Zeitraum von 20 Minuten. Die Ausfiihrung dieser 
Arbeit ist durch die Mitarbeit der Technischen Assistentin Frau EF. Striebeck 
gefoérdert worden. 

In den Tabellen der 2-Stundenversuchs bedeutet z. B. 0, 10,0 bis 1,0 
Yo, der ersten 20 Minuten 10,0; Qo, der letzten 20 Minuten des Versuchs 

1,0. 


1. Einflu8 von Phosphat auf die Atmung verschiedener Organe in zusatzfreier 
Salzlésung (NR). 

Das Ergebnis dieser Versuche ist aus Tabelle I, die die Gewebsatmung 

nur in der ersten ?/, Stunde des Versuchs beriicksichtigt, und aus Tabelle II, 

die Versuche von 2 Stunden Beob- 





























, achtungsdauer enthalt, zu  ersehen 
8 und anschaulich in Abb. 1 bis 6 zu- 
P sammengestellt. 
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Abb. 1. Abb. 2. 
AtemgriéBe von Schnitten der AtemgréBe von Rattenzwerchfell 
gleichen Rattenleber in NR (Q), in NR (@), m/15 Phosphat NR (xX) 
NR + m/15 Phosphat (x) und NR und m/60 Phosphat NR ((). 


+ m/60 Phosphat (+). 


1 Diese Zeitschr. 237, 234, 1931 und zahlreiche unveréffentlichte Ver- 
suche. 
2 Ebenda 226. 338, 1930. 
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Abb. 3. 
AtemgriBe von Schnitten einer 
Rattenherzkammer in NR (@), 
m/15 Phosphat NR (x) und 
m/60 Phosphat NR ((C). 
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Abb. 5. 
Atemgrife von Stiicken der 
gleichen Rinderretina in NR (@), 
m/15 Phosphat N R(x) und m’60 Phos- 
phat NR(©). Oben Versuch 65, unten 
(Strich-Punkt-Kurven) Versuch 69. 
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Abb. 4. 
Atemgriébe von Stiicken der gleichen 
29 Stunden im Bulbus_ gealterten 
Schafsretina in NR (@), m/15 Phos- 
phat NR (xX) und m/60 Phosphat 

NR (©). 
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Abb. 6. 

Atemgriifie von Rattenniere in 

NR(@), m/15 Phosphat NR («) 

und m/60 Phosphat NR (©). 


Es zeigt sich auch dem Phosphat gegeniiber, wie in friiheren Arbeiten 
anderen anscheinend nicht selektiv wirkenden chemischen Faktoren gegen- 
tiber, die hochgradige Organspezifitat des CGewebschemismus. Allgemein 
wurde der EinfluB einer m/15 und einer m/60 Lésung von Sérensenschem 
Phosphatgemisch von py 7.4 gepriift. 
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Beeinflussung der Gewebsatmung durch Phosphate. 101 


Keinen merklichen EinfluB auf GréBe und Erhaltung der Atmung 
in NR hatte der m/60 Phosphatzusatz meist bei Lebergewebe und Jensen- 
Sarkom. Bei Herzkammer war die Atmungssteigerung durch m/60_ bei 
der Ratte gering, aber meist deutlich. Meist war bei m/15 Phosphat bei 
all diesen Geweben eine deutliche Atemhemmung festzustellen. Bei Ratten- 
herzkammer rief m/15 PhNR meist (aber nicht immer) eine deutliche 
Atmungssteigerung hervor, in anderen Fallen eine Atmungshemmung. 
Lange Versuche lehrten aber, dal’ das Absinken der Atmung der Herz- 
kammer selbst in Fallen, in denen die Atmung in pq 15 anfangs kleiner als 
in NR war, in Phosphatringer langsamer erfolgte als in NR. Ein deutliches 
Beispiel dieser Art gibt Tabelle V, Ratte Nr. 49, 50, 56. m/60 Phosphat 
hat in der Mehrzahl der Falle bei Herzmuskulatur auch das Absinken der 
Atemgr6Be bei langdauernden Versuchen deutlich verringert, wenn auch 
nicht ganz aufgehalten. Starker noch traten die Wirkungen bei Ratten- 
zwerchfell zutage. 

Die Atmungssteigerung war auch hier zu Versuchsbeginn meist gering 
oder nicht vorhanden, aber im weiteren Versuchsverlauf zeigte sich stets 
deutli¢h die atmungserhaltende Wirkung des Phosphats, die auch wieder 
bei Konzentrationen von m/60 deutlicher waren als bei m/15. 

AuBerordentlich deutlich trat die atmungssteigernde Wirkung des 
Phosphats jedoch bei Retinagewebe zutage. Die Atmung war fast stets 
von Anfang an in NR bei Phosphatzusatz héher als ohne diesen, und wenn 
der Phosphatgehalt auch das Absinken der Retinaatmung in Ringerlésung 
nicht ganz hindern kann, so ist der Unterschied in der AtemgréBe doch 
auch nach 2 Stunden noch stets sehr deutlich (siehe Tabelle Il und Abb. 4). 
Manchmal, wie bei dem in Abb. 5 dargestellten Versuch, trat der Unterschied 
der Atemgr6Be in Nahrlésung mit und solcher ohne Phosphatzusatz erst 
zu Ende der zweiten Stunde des Versuchs deutlich zutage. Am deutlichsten 
trat er an gealtertem, schlecht atmendem Retinagewebe hervor (Abb. 5). 
Kine atmungshemmende Wirkung konnte auch bei m/15 Phosphat_ bei 
Retina nicht oder nur zu Versuchsbeginn beobachtet werden. 

Ganz gegensitzlich ist auch', dem Phosphatgehalt der Nahrlésung 
gegeniiber, das Verhalten von Nierengewebe einerseits, Retina und Herz- 
gewebe andererseits. m/15 Phosphat hemmt von Anfang an die Atmung 
des Nierengewebes. Bei Zusatz von m/60 Phosphat zur Ringerlésung kann 
anfangs die Atmung gréBer sein als in reiner NR, manchmal ist sie un- 
verandert, manchmal auch etwas kleiner. 

Bei langerer Versuchsdauer sieht man aber alsbald (Abb. 6), daB die 
Atmung in m/15 Phosphat enthaltender NR viel schneller und starker 
in m/60 Phosphat enthaltender ebenfalls starker absinkt als in phosphat 
freier NR-Lésung. 

Nierengewebe und Retinagewebe reagieren also beziiglich der Atmung 
gerade entgegengesetzt auf Phosphatzusatz zur Nahrsalzlésung. 

Das Nierengewebe wird aber durch Phosphat bei unseren Versuchs- 
bedingungen auch gegensatzlich beeinfluBt, wie Herzkammer oder quer- 
gestreifte Muskulatur ®. 


' Bruno Kisch, diese Zeitschr. 253, 373, 1932. 

* Uber das gegensitzliche Verhalten von Retina und Herzmuskel 
beziiglich der Cyanresistenz der Gewebsatmung wird in der nachsten Mit- 
teilung ausfiihrlich berichtet. 





102 Bb. Kisch: 


Einige Versuche mit Jensen-Sarkom der Ratte (Tabelle 1) zeigten, daB 
dessen Atmung durch m/60 Phosphat nicht merklich beeinfluBt, durch 
m/L5 Phosphat etwas gehemmt wird. 

Nachdem so der Einflu8 von Phosphatzusatz auf die Atmung der 
verschiedenen Gewebe in reiner Salzlésung ermittelt war, wurde die zweite 
dieser Arbeit zugrunde liegende Fragestellung behandelt. 

Abb. 7 stellt statistisch nur jene Versuche zusammen, bei denen 
an gleichvorbehandelten Schnitten des gleichen Materials im gleichen 
Versuch die Atmung in NR, Ph/15 NR und Ph/60 NR gepriift wurde. 


ketina herzkammer Lwerchfell Jensen- 
947 


7 (EL ewes Ct eos CEE 


Schat (2) Rind (24) Meerschw2 Rate) Rate (75) Ratter¥) 





Mere 


Rind (2) Meerschm3) Ratte(7) — Katzet1) Meerschud2) Ratte(6) Rind (9) 
Abb. 7. 
Beeinflussung der Atmung verschiedener Gewebe durch Phosphat im 20 Min.-Versuch. 
P= 7.4. Atmungsmittelwerte in Qo, iiber den Stiben. Zahl der Versuchsreihen in Klammern. 
NR = weif, m 15 Phosphat Nr = punktiert, m/60 Phosphat NR = schraffiert. 





2. Einflu8 von Phosphat auf die Gewebsatmung in Ringerlésung mit organi- 


schen Nihrstoffzusitzen. 

Nach den im ersten Teil dieser Mitteilung gemachten Erfahrungen 
sind die nachfolgenden Versuchsergebnisse, die den EinfluB des Vorhanden- 
seins von Phosphat in der Nahrlésung auf die Atmungsbeeinflussung durch 
Brenztraubensaéure, Milchséure, Traubenzucker, Serin und Alanin betreffen, 
bereits nach Organen geordnet worden, wobei sich drei Gruppen ergeben: 
1. Organe, die durch m/60 Phosphat in der Nahrlésung nicht merklich 
beeinfluBt werden, wie Leber und Tumor, 2. Organe, deren Atmung durch 
Zusatz von m/60 Phosphat in der Ringerlésung deutlich oder wenigstens 
merklich gesteigert oder bei linger dauernden Versuchen vor zu starkem 
Absinken geschiitzt wird: Retina, quergestreifte Muskulatur, Herz, 3. Niere. 
deren Atemgr6Be nicht nur durch m/15, sondern auch durch m/60 Phosphat- 
zusatz zur Ringerlésung deutlich gehemmt und bei Langversuchen schneller 
und stéirker zum Absinken gebracht wird. 

In den Tabellen stellt jede Querreihe eine gleichzeitig unter ganz 
gleichen Bedingungen an Schnitten desselben Gewebes ausgefiihrte Versuchs- 
reihe dar. 

Alle ausgefiihrten Versuche sind in die Tabelle aufgenommen. Ein 
Urteil iiber Art der Wirkung ist nur in jenen Fallen klar, wo die Wirkungs- 
ausschlige bei allen oder fast allen Versuchen der gleichen Art in dieselbe 
Richtung weisen. Anderenfalls kann eine eindeutige Wirkungsart nicht 
angenommen werden, selbst wenn Einzelversuche deutliche Ausschlage 
geben. 
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Die beiden Zahlen geben Qo, 


Versuchs an. 


= 7,4. 


Beeinflussung der Gewebsatmung durch m/40 brenztraubensaures Na in (m/15 und m/60) phosphathaltiger und phosphat 
Pu 


freier Ringerlésung im Zweistundenversuch. 
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* Einstundenversuch. 
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Deshalb ist das Ergebnis dieses zweiten Teiles der Arbeit nicht sehr 
reichlich. 


Eindeutig lehren die Versuche der Tabellen I11 bis VI folgendes: 


a) Pyruvat. 


Wahrend Brenztraubenséure und Phosphat jedes fiir sich die Atmung 
der Retina steigern, ist die Atmung in m/15 PhNR + Brenztraubensaure 
zwar durchwegs héher als in NR und auch als in m/15 PhNR, aber fast 
durchwegs niedriger oder zumindest nicht héher als in phosphatfreiem 
NR + Pyruvat (sieben von acht Versuchsreihen), hingegen war bei vier 
von sechs Versuchsreihen mit m/60 Phosphat + Pyruvat die Retina- 
atmung hdéher als bei Zusatz von Pyruvat ohne Phosphat. Im Gegensatz 
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Abb. 8. Abb. 9. 


AtemgréBe von Stiicken derselben AtemgriéBe von Stiicken der gleichen 

Rinderretina in NR (©), m/15 Phos- Katzenretina in NR (Q), m/15 Phos- 

phat NR (xX), NR + m/50 Pyru- phat NR (x), NR + m/50 Pyru- 

vat(+), NR+ m/15 Phosphat + m/50 vat (+), m/15 Phosphat NR + m/50 
Pyruvat (4). Pyruvat (4). 


hierzu ist bei Niere, bei der die Atmung sowohl durch Phosphat als durch 
m/15 Pyruvat stark gehemmt wird, die Atmung in allen Fallen bei Zusatz 
von m/50 Pyruvat und m/15 Phosphat gré8er als bei Zusatz von m/15 
Phosphat allein und auch gr6Ber als bei Zusatz von m/15 Pyruvat allein 
gewesen. Dasselbe gilt fiir die gleichzeitige Anwendung von Pyruvat und 
m/60 Phosphat. Gelegentlich sinkt die Atmung im Verlauf eines Zweistunden- 
versuchs nicht gleichmaBig ab, sondern steigt zunachst etwas an (siehe Abb. 7). 
Abb. 8 zeigt den Verlauf eines Versuchs mit Katzenretina, wo zu Beginn 
zwar auch die Atmung in m/15 PhNR + Pyruvat geringer war als in 
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NR + Pyruvat, im Verlauf des Versuchs aber die atmungserhaltenden, 
Phosphatwirkungen sehr deutlich zutage treten. Man sieht gerade aus dieser 
Kurve schén, daB8 Pyruvat das Phosphat nicht etwa gleichwertig ersetzt. 

Bei den beiden Organen (Retina und Niere), bei denen Pyruvat und 
Phosphat nach unseren fritheren Erfahrungen die AtemgréBe in NR be- 
sonders stark beeinfluBt, wird die Pyruvatwirkung, die fordernde wie die 
hemmende, durch das m/15 Phosphat gedaémpft und bei der Niere anderer- 
seits auch die hemmende Phosphatwirkung durch das Pyruvat. 

Bei Zwerchfell und Leber waren deutliche Wirkungen nicht fest- 
zustellen, doch ist die Zahl dieser Versuche noch zu gering. Auffallend 
ist vor alleni beim Herzen (Tabelle II], Ratte Nr. 55 und 48), daB die durch 
Pyruvat bewirkte Atmungssteigerung in (m/15) phosphathaltiger Nahr- 
lésung gelegentlich deutlich gr6éBer ist als in phosphatfreier (Tabelle II, 
Ratte Nr. 48, 55, Meerschweinchen Nr. 6), manchmal auch bei m/60 
Phosphatzusatz. Auch das Absinken der Atemgr68e im Langversuch ist 
bei Zusatz von Pyruvat und Phosphat zur Nahrlésung geringer, als wenn 
man nur einen dieser beiden Stoffe oder keinen zusetzt. 
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Abb. 10. Abb. 11. 
Atemgrifie von Rattenniere (Versuch Atemgréfe von Rinderretina (Ver- 
107) in NR (©), m/15 Phosphat such 77) in NR (QO), m/15 Phos- 
NR (xX), NR + m/50 Pyruvat (+), phat NR (xX), NR + m/50 Lactat (+) 
m/15 Phosphat N R + m,50 Pyruvat (4). und m/15 Phosphat NR + m 50 Lac- 
tat (A). 


b) Lactat. 


Vollig anders als beim Pyruvat ist die Beeinflussung der Lactatwirkung 
auf Retina durch Phosphat. Die starke Atmungssteigerung, die Retina, 
wie schon friiher gezeigt wurde, durch Lactat erfahrt, wird durch m/15 
Phosphatzusatz nicht gehemmt, sondern noch erhdéht (fiinf von sechs Ver- 
suchen). Bei Zusatz von m/60 Phosphat war die Wirkung geringer, aber 
wenn man nicht nur die Anfangs- sondern auch die Endwerte der Atmung 
im Zweistundenversuch beriicksichtigt, Ahnlich (unter sechs Versuchs- 
reihen 4+, 1+, 1 —). 








Phe 
die 
in | 
frei 


mit 
hav 
reil 
Lac 


Ab: 


auf 
Ret 
Tra 
Ret 
die 
wir 
ste 
Gh 
die 
in | 
sog 


Phe 
her 
gev 
sicl 
Phe 
nic 


flus 
bei 
nic] 
wie 
fest 


gew 
gev 
auf 
stet 
der 


ver 
Zei 














Beeinflussung der Gewebsatmung durch Phosphate. 109 


Bei der Niere, deren Atmung durch Lactat wenig gefOrdert, durch 
Phosphat jedoch deutlich gehemmt wird, war verstandlicherweise durchwegs 
die Atmung in Lactat mit m/15 oder m/60 Phosphatzusatz geringer als 
in phosphatfreier Ringerlésung mit Lactat, aber sie war héher als in lactat- 
freier Ringerlésung mit Phosphatzusatz. 


Bei Herz und Zwerchfell war die Atmung in phosphathaltiger Losung 
mit Lactatzusatz etwas gréGer als in phosphatfreier, wihrend Leber tiber- 
haupt keine klaren eindeutigen Lactatwirkungen ergab (nur drei Versuchs- 
reihen). Vor allem ist bei der Herzkammer die Wirkungssteigerung des 
Lactats durch Phosphat deutlich, besonders beziiglich der Hemmung des 
Absinkens der Atmung bei Langversuchen. 


c) Traubenzucker. 


Ganz ahnlich wie die Lactatwirkung wird die Traubenzuckerwirkung 
auf die Atmung der Retina durch Phosphat beeinfluBt. Die Atmung der 
Retina ist in phosphathaltiger Glucoselésung héher als in phosphatfreier. 
Traubenzucker steigert prozentual annaéhernd gleichstark die Atmung der 
Retina, wenn er phosphatfreier, wie wenn er phosphathaltiger NR, in der 
die Retinaatmung meist schon merklich gréBer als in NR ist, zugesetzt 
wird. Bei der Niere, bei der Traubenzucker nicht merklich atmungs- 
steigernd, anfangs oft deutlich atmungshemmend, wirkt, zeigte sich, dal 
Glucose die Atmungshemmung durch m/15 Phosphat (nicht immer aber 
die geringere durch m/60) etwas dimpft, da Glucose also an Nierengewebe 
in PhNR wohl atmungssteigernd wirkt, in NR aber nicht merklich, oder 
sogar atmungshemmend }!. 


Bei Herzkammer ist die Atmung in Lésungen, die Glucose und m/15 
Phosphat enthalten, zwar héher als in glucosefreier Lésung, der atmungs- 
hemmende EinfluB, den m/15 Phosphat auf die Atmung des Kammer- 
gewebes in glucosefreier Lésung meist nur zu Versuchsbeginn hat, macht 
sich jedoch anfangs auch in glucosehaltiger Lésung geltend, wahrend m/60 
Phosphat den EinfluB von Glucose auf die Atmung des Kammergewebes 
nicht merklich verandert. 


Bei den wenigen Versuchen mit Zwerchfell lieB sich eine sichere Beein- 
flussung der Atmung weder durch Glucose noch durch Phosphat noch durch 
beide Stoffe ermitteln. Bei Leber, bei der Glucose die Atmung ebenfalls 
nicht merklich beeinfluBt, war die geringe Atmungshemmung durch m/1L5 
wie durch m/60 Phosphat auch in glucosehaltiger Nahrlésung unverandert 
festzustellen. 


Nur nebenbei sei nochmals auf die atmungshemmende Wirkung hin- 
gewiesen, die m/100 Traubenzucker auch auf sehr stark atmende Nieren- 
gewebe (Tabelle V, Ratte Nr. 55, 56) im Gegensatz zu seiner Wirkung 
auf Herzkammer oder Retina ausiibt. Sie ist in phosphatfreier Lésung 
stets starker als in m/15 oder m/60 PhNRE enthaltender, wo Glucose in 
der Regel die Atmungshemmung durch das Phosphat etwas mindert. 


1 Vergleiche die statistische Tabelle iiber die Atmungsbeeinflussung 
verschiedener Organe durch m/100 Glucosel6ésung in meiner Mitteilung, 
Zeitschr. f. Kreislaufforsch. 25, Nr. 1, 1932. 
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d) Alanin, Serin. 


Alanin, das, wie friiher gezeigt wurde, von den bisher gepriiften das 
wirksamste Mittel ist, die Nierenatmung zu steigern, wirkt in phosphat- 
haltiger Lésung durchwegs geringer atmungssteigernd auf Nierengewebe 
als in phosphatfreier. Doch ist die Nierenatmung in alaninhaltiger Phosphat - 
ringerlésung stets gréBer als in den entsprechenden alaninfreien.  Auf- 
falliger als dies ist, daB Alanin auch auf Retinagewebe, dessen Atmung 
durch Phosphat gesteigert wird, in phosphatfreier Ringerlésung starker 
atmungssteigernd wirkt als in phosphathaltiger, vor allem als in m/15 PhNR. 


Da ferner friiher gezeigt werden konnte, dafi von den untersuchten 
Aminoséuren Serin die Retinaatmung am starksten steigert, wurden auch 
mit Serin Versuche gemacht. Auch hier ergab sich, daB die Atmungs- 
steigerung, die Serin bei Retina bewirkt, in phosphatfreier Ringerlosung 
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Abb. 12. 
Vergleich der Atmung von Schnitten des gleichen Gewebes in verschiedener Nahrlisung. 
WeiBe Stibe zusatzfreie Nahrlisung, deren Zusammensetzung unter dem Stab angegeben. 
Schraffierte Stibe = die gleiche N&hrlisung + Zusatz, der in der Uberschrift steht. Uber 
den Stulen Mittelwert der AP I" Eingeklammert Zahl der Versuchsreihen. 
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relativ und meist auch absolut wesentlich hochgradiger ist als die in phos- 
phathaltiger durch Serin an Retina erzeugte. 


Die Nierenatmung wurde in phosphathaltiger und in phosphatfreier 
Ringerlésung durch Serinzusatz nicht merklich oder im Sinne einer nur 
geringen Atmungssteigerung beeinfluBt. 


Abb. 12 stellt statistisch das Ergebnis solcher Versuchsreihen zusammen, 
bei denen die Einwirkung eines der gepriiften Stoffe gleichzeitig auf ver- 
schiedene Schnitte des gleichen Gewebes in NR, m/15 und m/60 PhNR 
mit und ohne Zusatz gepriift wurde. Die Zahl dieser Versuche war geringer 
als die der in Tabelle III bis VII zusammengestellten. Auch erfaBt die Ta 
belle XII und Abb. 7 nur die Atemwerte der ersten Versuchsviertelstunde, 
wahrend Tabelle Il] bis VII auch den EinfluB auf die AtmungsgréBe zu 
Ende eines Zweistundenversuchs erkennen laBt. 

Trotzdem 1laBt die Abb. 12. die wesentlichsten Wirkungen gut 
erkennen, so den EinfluB des Phosphats auf die Wirkung von Traubenzucker 
auf die Nieren- und Retinaatmung, auf die von Lactat auf die Retina-, 
auf die von Pyruvat auf Retina- und Nierenatmung, und auf die von Alanin 
und vor allem von Serin auf die Retinaatmung. 

Zum Schlu6B sei noch folgendes erwaihnt. Es liegt der Gedanke nahe. 
daB die gegenseitige Bremsung, z. B. der Pyruvat- und Phosphatwirkung 
auf Niere und Retina, durch eine Reaktion beider Stoffe in der Nahrlésung 
und dadurch teilweise Aufhebung der Wirkung zuriickgehen kénnte. Dagegen 
spricht vor allem der Umstand, daB sich bei der Herzkammer ahnliches 
nicht feststellen laBt, daB also in diesen Besonderheiten die Spezifitat der 
chemischen Reaktion verschiedener Organe, auf die ich in letzter Zeit schon 
6fter verwiesen habe! ebenfalls deutlich zutage tritt. Trotzdem bedarf die 
hier beriihrte Frage noch der genaueren Untersuchung, denn es kénnen 
unter spezifischem EinfluB bestimmter Gewebe die einwirkenden Stoffe 
miteinander und mit anderen im Gewebe vorhandenen reagieren. 


Zusammenfassung. 


Bei mehrstiindiger Beobachtung der Gewebsatmung kann man, 
vor allem bei gealtertem Gewebe, manchmal feststellen, daB bei Zusatz 
von Aminosiuren, Traubenzucker, Lactat oder Pyruvat die Atmung 
nicht allmahlich gleichmaBig abfallt, sondern im Gegensatz zu den 
gleichzeitig in zusatzfreiem NR oder PhNR_ beobachteten Stiicken 
des gleichen Gewebes zunichst 1/, bis */, Stunde lang ansteigt. 

Phosphatzusatz zur Naihrlésung NR beeinfluBt die verschiedenen 
Gewebsarten ganz verschieden, am gegensitzlichsten ganglienreiches 
Nervengewebe (Retina) und Niere. 

Die Atmung von ganglienreichem Nervengewebe (Retina) wird 
durch m/15 und m/60 Phosphatzusatz deutlich gesteigert und bei Lang- 


1 Miinch. med. Wochenschr. 79, 1947, 1932; Zeitschr. f. Kreislaufforsch, 
25, Nr. 1, 1932. 
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versuchen vor dem Absinken bewahrt. Nierengewebe hingegen hat 
in phosphatfreier Ringerlésung eine gréBere Atmung als in phosphat- 
haltiger. Beziiglich anderer Gewebe stellt Abb. 7 die Erfahrungen 
zusammen. 


Die in friiheren Arbeiten ermittelte Beeinflussung der Gewebs- 
atmung durch Traubenzucker, Pyruvat, Lactat, Alanin und Serin wird 
in kennzeichnender und mitunter erstaunlicher Weise gesetzmaBig durch 
den Phosphatgehalt der Naihrlésung beeinfluBt. 

Inwieweit die letztgenannten Erfahrungen teilweise durch eine 
teaktion zwischen dem Phosphat und den gepriiften Zusitzen der 
Nahrlésung zu erkliren sind und ein etwaiger Anteil des Gewebes 
hieran bleibt noch zu_ priifen. 
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Serum-Bilirubin und Erythropoese im Hochgebirge’. 


Von 
F. Verzar, A. von Arvay, J. Peter, H. Scholderer’, 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Basel und dem Hoch- 
alpinen Forschungsinstitut auf Jungfraujoch.) 


(Eingegangen am 4. November 1932.) 


Die Zahl der roten Blutkérperchen ist unter konstanten Verhalt- 
nissen bei derselben Person konstant. Fortwihrend gehen zahlreiche 
zugrunde, und genau entsprechende Mengen werden neu _ gebildet. 
Unter gewissen Umstinden wird jedoch dieses Gleichgewicht zwischen 
Abbau und Neubildung gestért. So ist z. B. Sauerstoffmangel bekannt- 
lich eine Ursache dafiir, daB die Neubildung tiberwiegt. Aber auch 
andere Faktoren kénnen dieses Gleichgewicht stéren. Es miissen 
irgendwelche selbstregulatorische Mechanismen vorhanden sein, dab 
immer soviel Erythrocyten gebildet werden, als zugrunde gehen, so 
daB die Zahl unter gleichen Verhiltnissen gleich bleibt. Es kénnte 
dann so sein, da8 ein Zerfallsprodukt der Blutkérperchen den Reiz 
fiir ihre Neubildung darstellt, und es war Zweck der folgenden Unter- 
suchungen, Einblick in diese Regulationsmechanismen zu bekommen. 

Nicht durch solche Gedankenginge, sondern auf experimentellem 
Wege, tiber die Beobachtung, daB Zerfallsprodukte des Hamoglobins, 
insbesondere das Bilirubin, erythropoetisch wirken (1) (2) (3), kamen 
wir zu der Fragestellung, ob sich auch unter biologischen Verhaltnissen 
dafiir Anhaltspunkte finden lassen, daB diese Zerfallsprodukte der 
Reiz fiir die Neubildung sind. Bekanntlich entsteht beim Zerfall der 
Erythrocyten im Kérper aus dem Hamoglobin Bilirubin. Es scheint 
allerdings méglich, daB nicht dieses selbst, sondern irgendwelche weitere 
Zerfallsprodukte die Reizsubstanz sind. Von solchen und insbesondere 
deren Bildung im K6érper wissen wir aber noch fast gar nichts, und deshalb 


1 Unter Mitwirkung von J. Bebler, L. Csik, L. Lenqyel, G. v. Ludany 
u. W. Wilbrandt. 
2 Untersuchungen tiber den Bilirubinstoffwechsel. I. 
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hat sich als naichster Angriffspunkt dieses Problems die Frage geboten, 
ob sich zwischen Erythrocytenbildung und Bilirubinbildung, insbesondere 
soweit letztere aus dem Gehalt des Serums an Bilirubin beurteilbar ist, 
Zusammenhinge feststellen lassen. Wir untersuchen also, ob auch 
unter den biologischen Bedingungen der Erythropoese im Hochgebirge 
Anhaltspunkte dafiir zu finden sind, daB diese durch Bilirubinbildung 
im Korper ausgelést wird. In den folgenden Untersuchungen haben wir 
dementsprechend die Anderung der Erythrocytenzahl parallel mit dem 
Bilirubingehalt des Serums beim Menschen verfolgt. 

Die Untersuchungen sind in Basel (350m) und im hochalpinen 
Forschungsinstitut am Jungfraujoch (3450 m) ausgefiihrt worden. 
In drei Expeditionen haben wir diese Verhiltnisse an elf Versuchs- 
personen untersucht. Wir beschreiben zuerst diese drei Expeditionen 
und die dabei verwandten Methoden, wobei aber nur jene besprochen 
werden, auf welche hier Bezug genommen wird und weitere andere 
ausgefiihrte Untersuchungen hier nicht erwihnt werden. Von den 
Versuchsergebnissen wird zuerst die Anderung der Erythrocytenzahl 
behandelt und dann besonders die Anderung des Serumbilirubins, 
die schlieBlich miteinander in Parallele gestellt werden sollen. 


Expeditionen. 


Das hochalpine Forschungsinstitut am Jungfraujoch bietet ganz 
besonders giinstige Verhaltnisse zur Untersuchung des Hochgebirgsklimas. 
Seine Héhe gibt Gewahr fiir die Wirkung von O,-Mangel. Bei 3450 m Hohe, 
etwa 500mm Barometerdruck entsprechend, ist die O,-Sattigung des 
arteriellen Blutes auf etwa 80°, gesunken (9). Wir befinden uns hier also 
gerade in jener Héhe, die schon geeignet ist, die Wirkung von O,-Mangel 
auszuiiben. Andererseits haben wir aber die Méglichkeit, den Faktor der 
Muskelarbeit auszuschalten. Das Laboratorium ist vom Tal mit der Bahn 
in 3 Stunden erreichbar und dabei ist es auch méglich Strahlungswirkungen 
auszuschlieBen, denn der Aufstieg wird im Zuge bzw. teilweise im Tunnel 
gemacht. Umgekehrt besteht auch die Méglichkeit zu Touren. Diese Vor- 
teile machen das Institut besonders geeignet, um die Faktoren, die im 
Hochgebirge wirken, gesondert zu studieren, und Ansatze hierzu findet man 
im folgenden: 

I. Expedition. 


26. Marz bis 4. April 1931. Teilnehmer: V. 45 Jahre, A. 27 Jahre, 
B. 21 Jahre. 

26. Februar bis 23. Marz 1931. Vorperiode in Basel. 

27. Marz, morgens 7 Uhr, Abfahrt von Basel. Ankunft Jungfraujoch 
17 Uhr. Auspacken der Apparate. 

28. Marz, morgens niichtern Blk.-Zaéhlung. Bei V. und A. Blutentnahme 
je 30 cem fiir Bilirubinbestimmung. Zentrifugieren, starke Ermiidung. Ski. 

29. Marz bis 2. April, taglich verschiedene Versuche, sowie Skitouren. 

3. April, morgens 8 Uhr niichtern Blk.-Zahlung bei V. und A. 

4. April Blk.-Zaihlung morgens niichtern bei B. 14 Uhr Abfahrt nach 
Basel. Ankunft 23 Uhr. 
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5. April, morgens niichtern bei V. und A. je 30 cem Blutentnahme fii 
Bilirubinbestimmung. 
8. bis 20. April Blk.-Zahlungen der Nachperiode. 


II. Expedition. 


Diese hatte den Zweck, zu untersuchen, was fiir Anderungen sich 
sogleich nach der Ankunft auf Jungfraujoch zeigen. Deshalb gingen zwei 
Personen vor, richteten alle Apparaturen her und nahmen von den am 
nachsten Tage ankommenden drei Versuchspersonen sogleich nach ihrer 
Ankunft Blut. Die spektrophotometrischen Bestimmungen wurden in 
Basel gemacht, was so durchgefiihrt werden konnte, daB taglich eine Person 
zuriickfuhr und die Probe noch am selben Tage, 9 Stunden spéater auf- 
gearbeitet wurde. 

Versuchspersonen: L. 23 Jahre, 8S. 28 Jahre, G. 20 Jahre, V. 45 Jahre. 
B. 21 Jahre. Die beiden letzteren sind dieselben wie in Expedition I. 

7. bis 138. Oktober 1931, Vorperiode in Basel. 

15. Oktober, morgens 7 Uhr, Abfahrt. V. und B. Ankunft auf Jungfrau- 
joch 17 Uhr, Auspacken und Vorbereiten der Untersuchungsmethoden. 
L., S., G. verbleiben in Interlaken (450m). 19 Uhr Blk.-Zahlung bei V. 
und B. 

16. Oktober, morgens niichtern 8 Uhr, Blk.-Zéhlung bei V. und B. 
12 Uhr 10 Minuten Ankunft von L., 8., G. auf Jungfraujoch. Sogleich 
nach Ankunft bei allen drei Blk.-Zaéhlung, danach Blutentnahme von je 
30 cem zur Bilirubinbestimmung. G. fahrt 14 Uhr wieder herunter mit den 
Blutproben, die noch am selben Abend spektrophotometriert werden. 
L., S., V., B. machen am Nachmittag Skitour bei starkem Sonnenschein 
L.. und §. fiihlen sich nachts unwohl. 

17. Oktober, morgens 8 Uhr niichtern, Blutentnahme von je 30 ccm 
Blut fiir Bilirubinbestimmung. Vorher bei S., L., B., V. Blk.-Zahlung. 8S. fahrt 
14 Uhr mit Blutproben nach Basel, wo diese noch am selben Abend spektro- 
photometriert werden. L., V., B. machen am Nachmittag Skitour. 

18. Oktober, L., V., B. morgens niichtern Blk.-Zahlung. L. Blut- 
entnahme 30ccm fiir Bilirubinbestimmung, 14 Uhr Abreise nach Basel, 
abends noch Aufarbeiten des Blutes von L. 

20. bis 30. Oktober Nachperiode in Basel. 


III. Expedition. 


In der folgenden Expedition sollten speziell die sogleich nach der 
Ankunft und die im Laufe eines langeren, besonders auch mit Muskelarbeit 
verbundenen Aufenthalts sich zeigenden Wirkungen studiert werden. 

Versuchspersonen: C. 30 Jahre, P. 33 Jahre, W. 25 Jahre, Bi. 
27 Jahre, L. 23 Jahre, L. und 8S. sind dieselben wie in Expedition I1. 

24. Februar bis 4. April 1932. Vorperiode in Basel. 

Von den Versuchspersonen ist Bi. besonders zu besprechen. 

6. April, vormittags 7 Uhr, Abfahrt in Basel. Mittags 1 Stunde zu 
FuB durch Schnee. 17 Uhr Ankunft auf Jungfraujoch. Nachts Montage 
der Zentrifuge. 

7. April, Auspacken der Kisten. 

8. April, vormittags 11 Uhr 30 Minuten, 3'/, Stunden nach Friihstiick 
Blk.-Zaéhlung. 30ccm Blutentnahme fiir Bilirubinbestimmung.  Kopf- 
schmerz, Appetitlos. 
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9. April, vormittags 8 Uhr, niichtern, Blk.-Zahlung und 20 ccm Blut- 
entnahme fiir Bilirubinbestimmung. 

10, bis 12. April, Dienstarbeit im Laboratorium. 

13. April, 1 Stunde Ski. 

14. bis 22. April, taglich Ski, meist bei Sonnenschein. 

23. April, nachmittags Abfahrt, abends 11 Uhr Ankunft in Basel. 

Die Versuchspersonen C., L., P., W. und 8. hatten die folgende Tages- 
einteilung : 

7. April, Abfahrt von Basel nach Interlaken. Ubernachten in Interlaken. 

9. April, vormittags, Fahrt nach Jungfraujoch, dabei 1'/,Stunde 
durch Schnee bei Schneesturm wegen Bahnunterbrechung. Weitere Einzel- 
heiten siehe Tabelle. 

9. bis 13. April, taglich bei allen Blk.-Zahlung, sowie drei bis vier Blut- 
entnahmen fiir Bilirubinbestimmung. Die spektrophotometrische Auf- 
arbeitung geschah am Jungfraujoch selbst. Das Blut wurde mit elektrischer 
Zentrifuge zentrifugiert. Apparate und Methoden waren dieselben wie 
unten. Wahrend dieser ganzen Zeit halten sich alle diese Personen nur im 
Zimmer auf. 

14. April, Skitour bei starkem Sonnenschein von 2 bis 3 Stunden 
Dauer und von nun an fast taglich verschieden lang. 

20. April, Abfahrt von C. und §8., nachmittags 2 Uhr. 

23. April, Abfahrt von P., W., L. und Bi. 

26. April bis 5. Mai, Nachperiode in Basel. 


Methodik. 


Alle Bestimmungen sind, falls nicht im Text anders angegeben, morgens 
niichtern gemacht. 

Die Zahlung der roten Blutkérperchen wurde mit der Kélbchenmethode 
von Biirker ausgefiihrt. 


Bilirubinbestimmung im Serum. 


Wir benutzten die spektrophotometrische Methode, wie sie zuerst von 
Sheard, Baldes, Mann und Bollmann (4) beschrieben wurde. Benutzt 
wurde der Keuffel-Esser Coloranalyzer (Spektrophotometer). Nach ihrer 
ersten’ Beschreibung wird 30cem Blut aus der Cubitalvene entnommen. 
gerinnen gelassen, zentrifugiert, 10cem Serum zu einem Gemisch von 
15 ccm 95°, ig. Alkohol und 5cem Aceton gegeben. Dann bleibt die Probe 
2 Stunden im Eiskasten stehen und wird dann zentrifugiert und schlieBlich 
so mit Alkohol-Aceton verdiinnt, daB im 10-cm-Rohr bei 430 uu gut ab 
gelesen werden kann. Spiater gingen Sheard und Magath (5) so vor, dal} 
sie das Serumbilirubin in einem Gemisch von 4: 1 Alkohol abs. und Aceton 
lésten und 1 Teil Serum auf 10 bis 20 Teile Gemisch, je nach der Tiefe det 
Farbe, nahmen. Von 10 zu 10mu werden im Spektrophotometer Ablesungen 
gemacht, besonders zwischen 430 und 470 mu. Es wird besonders betont, 
daB die Proben zusammen behandelt werden miissen und erst nach mehreren 
Stunden zur Untersuchung bereit sind. 

Ferner geben die Autoren an, da8 2 mg Bilirubin pro Liter (0,0002 g-°,) 
bei 430 mu im 10-cm-Rohr bei dieser Aufarbeitung 7 bis 8°,, Lichtdurch 
lassigkeit entspricht. Aber auch noch der zehnte Teil davon kann bestimmt 
werden, welcher eine Lichtdurchlassigkeit von 83°, gibt. Betont wird auch, 
daB die Lésungen beim Stehen abblassen. 











diese 
Einh 
wurd 
« ler 

benu 
Alko: 
gewa 
volu 
Eisw 
dure] 
etwa 
mégl 
herge 
gebet 
natri 
liefer 
Mitte 
1 Stu 
Aller 
phot 
farbs 


cyte! 
schie 
Persc 
stieg 
bei A 
daB : 
joch 
berei 
einer 
erste! 
gebre 
weite 
sei a 
Erhé 


7 


Inne 
relati 
sogle 
Ankv 
Anku 
Zuna 


spate 








eS- 


ier 
vie 
im 


en 


ns 


de 








Serum-Bilirubin u. Erythropoese im Hochgebirge. 117 


In der ersten Expedition haben V. und A. nach langen Vorarbeiten 
diese letztere Methodik befolgt. Das Klaéren durch Zentrifugieren, das 
Kinhalten gleicher Zeiten war jedoch schwierig und unsicher. Deshalb 
wurde Dr.-chem. J. Peter betraut, die Methodik durchzuarbeiten, und in 
der II. und Il. Expedition wurde die von ihm umgeanderte Methodik 
benutzt (5). ,,Das Serum wird durch fiinffache Verdiinnung mit 96° jig. 
Alkohol enteiweiBt, durch Zentrifugieren abgetrennt, mit Alkohol nach- 
gewaschen und der alkoholische Extrakt auf das zehnfache des Serum- 
volumens aufgefiillt. Der alkoholische Extrakt wird fiir 10 Minuten in 
Eiswasser gestellt, dann 5 Minuten lang stark zentrifugiert und schlieBlich 
durch einen Jenaer Glasfiltertiegel 1 G4 filtriert unter Anwendung von 
etwa ein Fiinftel Atmosphaéreniiberdruck. Die ganze Aufarbeitung wird 
méglichst unter LichtabschluB durchgefitihrt. Die nach diesem Verfahren 
hergestellten alkoholischen Serumextrakte von drei niichternen Personen 
geben Extinktionskurven, die mit der Absorptionskurve, welche Bilirubin- 
natrium in alkoholischer, etwas tiberschiissiges Alkali enthaltender Lésung 
liefert, iibereinstimmen.** Die Methode wird ausfiihrlich in einer besonderen 
Mitteilung spater beschrieben werden. Die Bestimmung gelingt nun in 
1 Stunde, die Gefahr einer Abblassung der Lésungen stért nicht mehr. 
Allerdings wird, das sei ausdriicklich hervorgehoben, mit dieser spektro- 
photometrischen Methode nicht das Bilirubin direkt, sondern ,,der Serum- 
farbstoff als Bilirubin‘S bestimmt. 


Ergebnisse. 
Die Anderung der Erythrocytenzahl. 

Die im Hochgebirge bekanntlich eintretende Zunahme der Erythro- 
eyten war in allen Fallen zu beobachten. Thr Verlauf war aber so ver- 
schieden, daB eine nihere Analyse nétig ist. 

Bei der 1. Expedition war 24 Stunden nach Ankunft bei allen drei 
Personen die Zahl der roten Blk. bereits erhéht. Im Laufe der nachsten 9 Tage 
stieg diese Zahl nicht mehr wesentlich. Die Steigerung war bei V. 0,5, 
bei A. 0,6, bei B. 0,6 Mill. Fiir diese erste Expedition war charakteristisch, 
daB alle drei Versuchspersonen sogleich nach ihrer Ankunft am Jungfrau- 
joch schwere k6érperliche Arbeit leisteten. Ohne andere Hilfe und Vor- 
bereitung wurde das Laboratorium eingerichtet, Kisten ausgepackt. mit 
einer Handzentrifuge stundenlang zentrifugiert und auBerdem noch vom 
ersten Tage an taglich nachmittags 1 bis 3 Stunden mit Skifahren zn- 
gebracht, wobei auch die starke Bestrahlung wirken konnte. Wir werden 
weiter unten den Einflu8 dieser Faktoren noch analysieren, bereits hier 
sei aber bemerkt, daB es wohl damit zusammenhiangt, daB sogleich eine 
Erhéhung eintrat, die dann konstant blieb. 

Nur bei A. und B. konnte eine langere Nachperiode untersucht werden. 
Innerhalb 14 Tagen sank bei A. die Blutkérperchenzahl nicht, bei B. dagegen 
relativ rasch wieder zuriick. 


In der II. Expedition haben wir unsere Aufmerksamkeit auf die sich 
sogleich zeigenden Anfangswirkungen konzentriert. Sogleich nach det 
Ankunft, bei V. und B., 2 Stunden, bei L. und 8., '/, Stunde nach det 
Ankunft, sind noch keine Anderungen zu bemerken. Bei G. ist jedoch eine 
Zunahme von 0,3 Mill. bereits nach '/, Stunde vorhanden. 24 Stunden 
spaiter dagegen war bei V. eine Erhéhung um 0,5, bei L. um 0,3, bei S. um 
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0,2 Mill. vorhanden, und 48 Stunden nach der Ankunft war bei V. die Er- 
héhung weiter auf 0,56 Mill. gegangen, und auch bei B. hatte sich eine Er- 
héhung von 0,2 Mill. eingestellt. G. und S. verlieBen am ersten bzw. zweiten 
Tage wieder das Hochgebirge. Bei den drei anderen Personen zeigte sich 
eine Erscheinung, die wir hier zum ersten Male beobachteten und die dann 
spater bestatigt wird, das ist ein Zuriickgehen der Erythrocytenzahl am 
dritten Tage des Aufenthaltes, bei L. schon am zweiten Tage angedeutet. 
Fiir diese Expedition war charakteristisch, daB keine schwere Arbeit ge- 
leistet wurde, nachdem die Bestimmungen nicht oben gemacht wurden. 
Kleine Skitouren, bei welchen auch kein intensiver Sonnenschein gewirkt 
hat, hatten nicht ermiidet. 

Nach dem Abstieg war bei allen diesen Personen bei der ersten Unter- 
suchung bereits wieder der Ausgangswert erreicht. 

Das Resultat dieser Expedition war also, daB '/, bis 2 Stunden nach 
Ankunft meist noch keine Steigerung, 15 bis 48 Stunden spater aber 
Steigerungen um 0,2 bis 0,56 Mill. vorhanden sind, die am dritten Tage 
wieder abnehmen. Nach der Ankunft unten war nach diesem ein- bis drei- 
tagigen Aufenthalt die Erythrocytenzahl sogleich wieder normal. 

Zwischen den Resultaten der I. und II. Expedition scheint also ein 
Unterschied zu sein, indem bei der I. gréBere Zunahmen auftraten, die 
scheinbar konstant bis 9 Tage bestehen blieben. Allerdings waren dort 
die Beobachtungen nicht derartig, daB eine Abnahme am dritten bis vierten 
Tage bemerkt worden ware. AuBerdem waren die Verhialtnisse zwischen 
den beiden Expeditionen insofern verschieden, als in der I. von Anfang an 
ermiidende kérperliche Arbeit geleistet wurde, die bei dem ein- bis drei- 
tagigen Aufenthalt der II. Expedition nur gering war. 

Um die Frage der Anfangswirkung zu kléren, wurde bei der III. Expedi- 
tion zuerst eine Periode von 6 Tagen durchgefiihrt, in welcher fiinf Versuchs- 
personen so wenig wie méglich kérperliche Arbeit leisteten, sich nur im 
Gebaude aufhielten und sich nicht ins Freie begaben (Ruheperiode). Darauf 
folgte eine zweite Periode von 7 bis 8 Tagen, wahrend welcher tagliche 
Skitouren gemacht wurden (Arbeitsperiode). Nun zeigten sich tatsachlich 
diese zwei voneinander abtrennbaren Perioden sehr deutlich. 

Die sechste Versuchsperson der III. Expedition, Bi., mu besonders 
betrachtet werden. Sie war als Mechaniker mit technischen Arbeiten be- 
schaftigt und zeitlich nicht in vollkommener Parallele mit den anderen. 

In der Tabelle III. Expedition sind die Werte der ersten Ruheperiode 
durch eine — Linie abgegrenzt. Es zeigt sich hier, daB bei allen sechs 
Versuchspersonen eine Zunahme der roten Blk. eintritt, die zwischen 0,3 bis 
0,6 Mill. liegt. 
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Nur bei einer einzigen Person (C.) war bereits in der ersten !/, Stunde 
nach der Ankunft eine wesentliche Erhéhung zu bemerken, ebenso wie bei 
G. von der II. Expedition. Diese Person war zum ersten Male im Gebirge 
und war durch den Aufstieg erschépft. Bei allen anderen zeigte sich die 
Erhéhung erst bei der Bestimmung am nachsten Tage, d. h. etwa 20 Stunden 
nach der Ankunft. Die maximalen Erhéhungen waren aber in drei Fallen 
von sechs erst am vierten Tage erreicht. In allen Fallen haben wir nach der 
anfainglichen Steigerung wieder Senkungen beobachtet. Diese ist deut- 
lich bei P. und W., wiahrend bei C., L., 8., Bi. nach dieser Senkung 
scheinbar wieder ein Anstieg beginnt. Allerdings fallen diese Schwankungen 
bereits in die Grenzen, die auch in den Vorperioden in der Ebene beobachtet 
wurden. Im allgemeinen kann man sagen, dai eine Steigerung, die sich 
am zweiten bis vierten Tage ausgebildet hatte, nicht weiter ging, sondern 
im Gegenteil eine Tendenz zur Abnahme sich zeigte. 

Die Versuchsperson S. hatte in der Vorperiode groBe Schwankungen 
der Erythrocytenzahl. Sie hat sich auch sonst anormal benommen. 

Nachdem innerhalb 6 Tagen keine weitere Steigerung zu sehen war, 
wurde versucht, ob eine starkere Erythropoese ausgelést werden kann, 
wenn an Stelle der bisherigen Ruhe kérperliche Arbeit tritt. Es wurden 
deshalb vom 14. Marz an taglich mehrstiindige Skitouren gemacht, meist 
bei intensivem Sonnenschein. 

Das erste Resultat war iiberraschend. Bei fiinf Versuchspersonen 
von sechs sank nach dieser ersten Skitour die Zahl der roten Blk. sehr 
betrachtlich, und zwar fanden wir 20 Stunden spater die folgenden Ab- 
nahmen gegeniiber dem Vortage: 





Cc. L. P: Ss. W. Bi. 


— 1,00 — 0,74 — 0,69 — 0,85 _ — 0,46 Mill. 


Wir haben keine Erklarung dafiir, warum W. anders reagiert hat als 
die iibrigen. Er befand sich unter denselben Verhaltnissen. Als Hypothese 
kann dienen, dai eine voriibergehende Senkung so rasch abgelaufen war, 
daB sie tibersehen wurde. 

Bei vier Versuchspersonen hat nun nach dieser Senkung eine sehr 
intensive Neubildung von roten Blk. begonnen, die im Laufe der niéchsten 
6 bis 8 Tage bedeutende Steigerungen gab, wie das die folgende Tabelle zeigt. 





ates Maximale Steigerung 
Maximale Steigerung gegentiber Sexkene Maximalwert erreicht 
Versuchsperson gegeniiber Ausgang am 1. Arbeitstag am wievielten Tag 

nach erster Arbeit? 


+ Millionen + Millionen 
C. if 1.61 5 
L. 0,6 0,87 6 
P. 0,8 1,35 6 
S. 1,0 1,37 5 
W. 1,2 — 7 


Bi. 0,5 0,72 7 
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Demnach fand nach dieser ersten Senkung innerhalb 5 bis 7 Tagen 
eine Erhéhung der roten Blk.-Zahl von 0,7 bis 1,6 Mill. statt, was gegeniiber 
dem Wert im Tiefland eine Erhéhung von 0,5 bis 1,2 Mill. bedeutet. Man 
gewinnt den Eindruck, daB bei noch langerem Aufenthalt die Werte noch 
weiter gestiegen waren. Bei drei Personen waren auch so schon am 12. bzw. 
14. Tage des Héhenaufenthaltes Werte von 6,24 bzw. 6.57 Mill. erreicht. 
Wahrend also die anfaingliche Erhéhung innerhalb der ersten Woche zu 
einem gewissen Stillstand, sogar Riickgang gekommen war, wurde eine 
erneute Blk.-Bildung durch den Beginn einer Arbeitsperiode in Gang gesetzt. 
Hervorzuheben ist dabei, daB die Arbeitsperiode mit einer ausgesprochenen 
Abnahme der roten Blk. eingesetzt hat. Inwiefern die Wirkung der Arbeit 
mit einer Wirkung der Bestrahlung sich kombiniert, kann in diesen Ver- 
suchen nicht entschieden werden, denn beide wirkten gleichzeitig. Be- 
sonders an dem ersten kritischen Arbeitstag, der die Senkung ausléste, war 
die Strahlungswirkung sicher intensiv, aber auch dann nur auf das Gesicht 
beschrankt. 

In der Nachperiode (in der Tabelle III durch einen == Strich getrennt), 
sind dann die Erythrocytenzahlen nach dem Abstieg angegeben. Nach 
4 bis 6 Tagen waren die Werte bei fiinf PRersonen bereits wieder normal 
und nur bei einer (L.) nach 10 Tagen noch immer um etwa 0,25 Mill. gegen- 
liber den Ausgangswert gesteigert. 


Der scheinbare Gegensatz zwischen dem Resultat der Il. und II. Expedi- 
tion hat sich also in der III. dahin geklart, dai beziiglich der roten Blk.- 
Zunahme deutlich zwei Perioden zu unterscheiden sind, wobei die I. sich 
im Laufe der ersten 24 bis 48 Stunden entwickelt und, falls keine Arbeit 
geleistet wird, sich etwa am vierten Tage wieder zuriickbildet. Insbesondere 
durch kérperliche Arbeit wird aber eine zweite starke Erhéhung ausgelést. 
die méglicherweise kontinuierlich in die erste Phase iibergehen kann. Wir 
miissen die Frage offen lassen, ob bei langdauerndem Aufenthalt im Hoch- 
gebirge auch bei Koérperruhe schlieBlich eine Steigerung der Erythrocyten- 
zahl eintreten kann. In unseren Versuchen wurde sie jedenfalls durch die 
starke Koérperarbeit (mit Belichtung) ausgeldst. 


Die Anderung des Serum-Bilirubins. 


In allen drei Expeditionen haben wir auch das Serumbilirubin 
spektrophotometrisch und in der dritten auch nach Hymans van den 
Bergh bestimmt. 


I. Expedition. Bei den zwei Personen der I. Expedition, deren Serum 
spektrophotometrisch auf seinen Bilirubingehalt untersucht wurde, fanden 
wir die in der Tabelle angegebenen Werte. Sie zeigen das Folgende: Bei 
beiden Personen ist im Hochgebirge der Bilirubingehalt deutlich gestiegen. 
Bei V. von 0,49 bzw. 0,61 auf 0,83. Bei A. von 0,61 auf 0,81 mg-9. Diese 
Untersuchung des Bilirubingehaltes fand am Tage nach der Ankunft. 
morgens niichtern, statt. 15 Stunden nach der Ankunft war also in beiden 
Fallen eine Steigerung zu sehen. Weiter wurde das Serumbilirubin bei 
dieser Expedition nicht verfolgt. Dagegen wurde es nach dem Abstieg, 
10 Stunden nach der Ankunft, wieder bestimmt und sehr hohe Werte 
gefunden. 
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I. Expedition. 





V. A. BK 
Datum Ery- Serum- Ery- . Ery- 
Periode thro- Bili- thro- erum- = thro- Anmerkung 
cyten rubin  cyten _ Bili- cyten 
1931 Mill. mg-%) mi. "yin. 
Vorperiode 19. LIT. 5,16 0,49 5,53 
(350 m) 20. Ill. - -- = - 4,98 
23. III. 5.07 0,61 5.36 0,61 5,09 
Auf dem 27. III. — — —_ — Ankunft 17 Uh 
Jungfraujoch 28. IIT. 5.55 0.83 6.01 0.81 5.52 Blutentnahme& Uhr 
(3450 m) 8. IV. 5.63 : 6,02 ae Abfahrt 14 Uhr 
4. IV. - — SS ee 
Nachperiode 5. IV. - 1,20 a 37 - 
(350 m) 8. 1V. - 5,91 5,42 
11. IV. — 5.96 5,32 
20. IV. 4,82 - 5,90 - 4,73 


Die Steigerung nach Ankunft im Hochgebirge fallt zusammen mit 
der Zunahme der roten Blk., die zur gleichen Zeit beobachtet wurde. Beim 
Abstieg ist in dieser Expedition die rote Blk.-Zahl am Tage nach der Ankunft 
noch nicht veriaindert und erst bei der Untersuchung einige Tage spiiter 
gesunken. Man wird wohl trotzdem mit Recht dem Blk.-Zerfall nach dem 
Abstieg diese Zunahme des Bilirubins zuzuschreiben haben. 

Eine andere Frage ist jedoch, wie die erste Zunahme des Bilirubins 
nach dem Aufstieg zu erkléren ist. Eine mégliche Erklarung kann sein, 
da8 durch eine Milzkontraktion rote Blk. von verminderter Resistenz in 
den Blutkreislauf gelangen, dort hamolysiert werden und dadurch die 
Erhéhung des Bilirubingehaltes entsteht. Tatsachlich haben unsere Unter 
suchungen mit Luddny (11) bei jeder Art von Milzkontraktion eine Er- 
héhung des Bilirubingehaltes des Serums gezeigt. Diese sofort beim Aut- 
stieg in die Héhe erscheinende Bilirubinamie ist von prinzipieller Bedeutung. 

Bei der IJ. Expedition haben wir — wie bei den Blk.-Zahlungsresultaten 
erwahnt unser Augenmerk besonders auf diese anfangs auftretenden 
Wirkungen gelenkt. '/, Stunde nach Ankunft auf Jungfraujoch war bei dei 
Versuchsperson G. die Erythrocytenzahl um 0,3 Mill. erhéht und auch die 
Bilirubinmenge etwas vermehrt, ohne da dieser geringen Zunahme eine be- 
sondere Bedeutung zugemutet werden kénnte. Bei der Versuchsperson L. er- 
schien die Zunahme der roten Blk. erst 20 Stunden nach der Ankunft, und 
gleichzeitig war auch das Bilirubin des Serums stark erhéht. Diese beiden 
Fille fiigen sich also in denselben Rahmen wie die Erfahrungen der |. Ex- 
pedition: eine Erhéhung des Serumbilirubins bei insgesamt 4 Personen inner- 
halb der ersten 24 Stunden gleichzeitig mit einer Vermehrung der roten Blk. 

Von der dritten Versuchsperson 8. ist bereits erwahnt, daB sie sich 
anders als alle anderen benimmt. Einesteils schwanken schon in der Vor- 
periode ihre Erythrocytenwerte, dann zeigt sie aber auch so hohe Bilirubin- 
werte wie keine andere Person. Innerhalb 24 Stunden nach Ankunft am 
Jungfraujoch erhéhte sich ferner ihr Serumbilirubin nicht. Sie kann deshalb 
nicht zum Vergleich herangezogen werden. 

Nach dem Abstieg finden wir bei 8S. und G. wieder héhere Werte. 
Diese diirften ebenso wie in der I. Expedition auf die Blk.-Zerstérung nach 
dem Abstieg zuriickzufiihren sein. Auffallend ist, da die hohen Werte 
bei S. noch nach 3, bei G. sogar noch nach 4 Tagen zu finden waren. 
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II]. Expedition. Wir behandeln auch hier das Verhalten des Bilirubins 
im Serum entsprechend den verschiedenen Perioden der Expedition. In 
der ersten Periode nach dem Aufstieg auf Jungfraujoch, in welcher, wie 
erwahnt, die Gebéude nicht verlassen wurden und keine Arbeit geleistet 
wurde (Ruhepriode), erhielten wir bei drei Personen, P., C., Bi., ebenso wie 
eine Erhéhung der Erythrocytenzahl, auch eine Erhéhung des Serum- 
bilirubins. Bei Bi. ist diese schon 2 Tage vor der Steigerung der roten Blk. 
zu sehen. Bei P. 1 Tag vorher, bei C. erst bei der zweiten Blutentnahme 
nach 24 Stunden, trotzdem die Blk.-Zahl schon in der ersten !/, Stunde 
sich erhdhte. 


Anders verhielten sich die Versuchspersonen L., 8., W. Bei L. steigerte 
sich die Erythrocytenzahl, ohne da das Serumbilirubin angestiegen wire. 
Bei dieser Versuchsperson sind aber in der Vorperiode ganz merkwiirdig 
hohe Bilirubinwerte beobachtet worden, fiir die wir keine Erklarung haben. 
Spater (14. April) klagte sie einmal tiber einen schweren ,,Magenkrampf*. 
Im Vergleich zu diesen hohen Ausgangswerten sind die Werte im Hoch- 
gebirge nicht erhdht. 


Die Versuchsperson §. ist schon bei der Il. Expedition als sowohl 
beziiglich Blk.-Werten als auch Bilirubingehalt als anormal bezeichnet 
und gibt nun auch keine Steigerung des Serumbilirubins gegeniiber den 
wechselnd hohen Werten in der Vorperiode. 


Die Versuchsperson W. zeigte ebenfalls keine Zunahme des Serum- 
bilirubins trotz Ansteigen der roten Blk.-Zahl in dieser Periode. 


Bei der Beurteilung dieser Resultate mu8 gesagt werden, daB bei einer 
méglicherweise nur voriibergehenden Steigerung des Serumbilirubins es 
immer mehr oder weniger Sache des Zufalls sein wird, ob man diese gerade 
abfassen kann. Dauert sie nur kurze Zeit, dann wird das Bilirubin nach 
allem was wir wissen [siehe Arbeit von Scholderer (12)] sehr rasch aus dem 
Serum wieder verschwinden. So kénnte es zu erklaren sein, daB8 in manchen 
Fallen es nicht gelungen ist, die eventuell nur kurzdauernde Steigerung 
nachzuweisen. 


Insgesamt besitzen wir also aus allen drei Expeditionen sieben Falle, 
in welchen gleichzeitig oder schon vor der Steigerung der Erythrocytenzahl 
das Serumbilirubin zugenommen hat. Diesen stehen die letzterwahnten 
drei Falle (S. zweimal) gegeniiber, in welchen keine Bilirubinzunahme 
nachweisbar war. 

Von groBem Interesse ist nun, wie sich die Menge des Serumbilirubins 
verhalt, wenn in der folgenden ..Arbeitsperiode*‘ mit Muskelarbeit be- 
gonnen wird. 

Wie oben erwahnt, ist bei fiinf Personen gleichzeitig mit der ersten 
Skitour die Zahl der roten Blk. stark gefallen. Zur gleichen Zeit, d.h. am 
nachsten Morgen nach der Skitour, als die rote Blk.-Zahl vermindert war, 
war bei vier Personen die Bilirubinmenge im Serum sehr stark vermehrt 
(C., L., P., Bi.). Die Erhéhung diirfte sich ohne weiteres aus dem starken 
Zerfall von roten Blk. erkliren, der am ersten Arbeitstag auftrat. 


Bei der abnorm reagierenden Person S. ist auch diesmal eine abnorme 
Reaktion eingetreten: das Bilirubin ist nicht vermehrt. 


Im Laufe der sich nun anschlieBenden sechs- bis achttagigen Arbeits- 
periode beginnt wie erwahnt — bei allen Personen die rote Blk.-Neu- 








= 


. Verzar, A. vonArvay, J. 


Peter u. H. Scholderer : 


I] 








j 
| 
} 
| 
| 


Bilirubin 


im Serum, 


spektroph. 


— 
e 


Anmerkungen 


Anmerkunyg 





Erythrocyten | 


4,88 0,80 
5,09 0,76 
5,09 | 0,62 
5,06 0,69 





Millionen 


wonaws 
Cr ~) bo 


nedition 


0,6: 
0,7 
0,6' 
0,8 








©. 
Ee 
ee Datum Bee 
E25 Anmerkungen 
Px 
aes 
1932 
Vorperiode 17. HI. 5,19 0,66 
(350m) 22. IIL. 5,17 0,67 
31. IIT. 5,05 0,37? 
4. 1V. 513 0,66 
IV.|| — _ 
Auf dem . TV. 5,59 0,54 ay oe 12 Uhr 
d ungfrau - 1 ria 7 a 
joch durch Schnee, 
(3450 m) sehr unwohl 
1. Ruhe- IV. 5,61 |0,78 | Kopfdruck, 
. | leichte Atem- 
periode nak: 
. IV. 5,61 | 0,70 
2. IV.||5,82) - Etwas Kopf- 
weh. 
3. 1V. 5.63 0.86 | Etwas Bauch- 
schmerz. 
IV. — _ 21/5 Std. Ski. 
2. Arbeits- IV. 4,63 1,07 . Ski, 
: Sonne. 
periode 16. IV. 5,04 0,86 4 Std. Ski, 
Nebel. 
IV. 5,48' — | 2%/, Std. Ski, 
if Kopfweh. 
. IV. 5,65 1,01 Sehr unwohl, 
Druck in der 
Herzgegend, 
schlift den 
ganzen Tag. 
IV. 5,29 — _ Mide. 
IV. 6,24 O88 | Nachm. Abfahrt 
mit Bahn. 
Nach- .IV., — — 
periode - : 
(350 m) 2. IV. — | — 
26. IV. 5,01 0,70 
V.| 5,58 0,71 


* Dieser Wert wird nicht benutzt. 
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41/5 Std. Ski. 
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5.01 0,90 Ebenso, | 


benomme: 
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schmerz 


oie 3 Std. Sk 
Sonne 


5,00 | 0,99  2"/z Std. sk 


5,41 - 5 Std. Ski 

5,22 1,34 '/g Std Sk 
Schnee 

5.12; — | 2Std. Sk 
Schnee 


5,71 | 1,24 2Std. Sk 
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5,58 1,55 
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Ie nedition 
Ss 
Bs Se ia es 2 
amerkungel/: = Anmerkungen £2 E Anmerkungen a= e Anmerkungen 

= ba | & bx 6 

5 = z 

02 0,63 5,13 0,69 5,14 0,88 

97 | 0,72 5,25 0,79 4.70 0,92 

185 0,62 5,29 0,66 4,92 0,84 

28 0,89 5,36 0,90 4,80 0,62 

_ sme ioe 4.87 0.99 6. IV., 17 Uhr, An- 
kunft auf Jung- 
fraujoch. 6. 1V. bis 
&. LV. viel Arbeit, 
Kopfschmerz. Am 
8. IV., 11'%/g Uhr, 
Blutentnahme 

nso, | 6) 0.65  Ebenso, 5.14 0.53  Ebenso, 4.97 1.17 Blutentnahmen 
enommer benommen. benommen. morgens 8& Uh 
niichtern. 

() 0.78  Etwas Kopf- 5.50 0.70 Manchmal Kopf- 5.26 0.88 Blutentnahmen 

schmerz. schmerzen ebenso 
vas Kop!- [6.10 | 0,68 5,54 0,74 494 | - 
chmerz 

34 — 5,68 -— 4,83 -- 

72 | 0,67 5,36 0,71 4.91 1,02 | 1 Std. Ski, nach- 
mittags Blutent- 
nahme 

td. Sk 21), Std. Ski = ain 3 Std. Ski, dann 5.13 0.72 4Std. Ski, starke 

onne Kopfschmerzen, Sonhe, Blutent- 
Sonnenbrand. nahme. 

87 0.67  Etwas Kopf- 5.56 = 4.67 1.35 1'/, Std. Ski 
schmerz. 

Std. sk [B42 0.56 5.77 3 Std. Ski. 4.49 i 4 Std. Ski, Nebel. 

td. Ski 37 _ 3 Std Ski, bedeckt. 5.60 0.86  3Std. Ski, wenig 4.88 — 3 Std. Ski 
Sonne. 

Std. Sk 2 0,82 Herpes labialis. 5.57 0.94 | 2 Std. Ski, Sonne. 4.68 0.85 2 Std. Ski, Sonne 

chnee 

d. Ski, fh45 5,32 — 4,88 Ruhe 

chnee 

id. Sk 24 0,70 Abfahrt mit Ski. 6.08 0.76 | 2 Std. Ski 4.94 1.97 1 Std. Ski 

d. Sk = 5.85 6 Std. Ski, wenig 5,04 3 Std. Fufimarsch 
Sonne. 

_ 6,57 1,04 5,39 0,77 ~— Arbeit, Packen 

IV. poe 1.16 5.03 0.89 23. IV. Abfahrt auf 4.59 0.78 23. Il. Abfahrt mit 

uf Sk Ski. Bahn 

12; 1,22 5,54 0,72 _ 
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bildung. Das Serumbilirubin zeigt wahrend dieser Zeit wechselnde Werte, 
aber ganz allgemein kann man sagen, daB bei allen sechs Personen, W. und 
S. inbegriffen, so hohe Werte vorkamen, wie sonst niemals. Es scheinen 
bestandig rote Blk. zu zerfallen, und fortwahrend wird Bilirubin daraus 
gebildet. Gleichzeitig mit diesen hohen Serumbilirubinwerten beginnt die 
miachtige Neubildung von roten Blk. Es ist allerdings kein Parallelismus 
zwischen roter Blk.-Zahl und Bilirubingehalt vorhanden, das sei ausdriicklich 
hervorgehoben. Aber das ist auch nicht zu erwarten, und es zeigt sich nur, 
daB in der Periode der héchsten roten Blk.-Werte auch die héchsten Serum- 
bilirubinwerte liegen. Die folgende kleine Tabelle stellt die héchsten Werte 
des Serumbilirubins in der Vorperiode, in der Ruheperiode auf Jungfraujoch 
und in der Arbeitsperiode auf Jungfraujoch zusammen. Man sieht daraus 
klar, dafi die héchsten Werte, auBer bei der anormalen Person S8., in der 
letzten Periode zu beobachten sind. 


Serumbilirubin mg - °,. 





Versuchsperson 


c, L. P Ww. Bi. S. 


0 I eee ore ee 0.67 116 0,80 090 0,92. 0,89 
Ruheperiode auf dem Jungfraujoch 0,86 1,09) 1,00 0,74 1,17 | 0,78 
Arbeitsperiode auf dem Jungfrau- 

De 4 Goes oe ee hia ee ew Fee | Ra | a TET aT Oe 


SchlieBlich gehen wir noch auf die Verdnderungen ein, die sich bei 
dieser Expedition nach dem Abstieg zeigten. Zu bemerken ist, daB die 
ersten Untersuchungen unten erst 3 bzw. 5 Tage nach dem Abstieg gemacht 
wurden. Fiinf Versuchspersonen zeigen einheitlich eine Abnahme der 
Bilirubinwerte auf dieselbe Héhe wie in der Vorperiode. Eine Ausnahme 
macht wieder 8., bei dem im Gegensatz zu allen anderen aber, in Uberein- 
stimmung mit der Erfahrung, die wir schon in der II. Expedition mit ihm 
machten, noch lange Zeit nach dem Abstieg hohe Bilirubinwerte gefunden 
wurden. Selbst 5 und 15 Tage nach dem Abstieg zeigte noch immer so 
hohe Bilirubinwerte, wie sonst nie. Eine Erklaérung fiir dieses abnorme 
Verhalten haben wir nicht. 

Die Resultate stehen in keinem Gegensatz zu denen der ersten Expedi- 
tion, bei welcher nach dem Abstieg bei beiden Versuchspersonen erhdhte 
Werte gefunden wurden. Jedoch wurde dort das Serumbilirubin schon 
9 Stunden nach der Ankunft bestimmt, in der III. Expedition dagegen erst 
3 bis 5 Tage spater. Es scheint selbstverstandlich zu sein, daB der starke 
Blk.-Zerfall in den ersten Stunden nach dem Abstieg die Erhéhung in der 
1. Expedition bedingt hat, daB aber am 5. und 15. Tage der III. Expedition, 
ebenso wie am 10. Tage der Il. Expedition dieser rote Blk.-Zerfall bereits 
beendigt und deshalb auch das Serumbilirubin nicht mehr erhéht war. 


Diskussion. 


Fassen wir die im vorstehenden beschriebenen Beobachtungen zu- 
sammen, so ergibt sich vor allem die Einsicht, wie auBerordentlich 
mannigfaltig und kompliziert diese Verhaltnisse liegen und mit welcher 
Vorsicht sie deshalb zu analysieren sind. 
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Entsprechend der eingangs aufgestellten Frage, ob sich eine An- 
derung des Bilirubingehaltes des Serums im Hochgebirge nachweisen 
lasse und daraus Anhaltspunkte fiir die Berechtigung der Annahme 
sich ergeben, daB unter biologischen Verhiltnissen Bilirubin die Reiz- 
substanz der roten Blk.-Bildung sei, kann gesagt werden, daB wir 
tatsichlich Anhaltspunkte dafiir gefunden haben. 


Sogleich nach dem Aufstieg in eine Héhe von 3450 m steigt die Zah| 
der roten Blk. um einige hundert Tausend. Die Steigerung ist innerhalb 
der ersten 2 Stunden bei den meisten Personen noch nicht vorhanden, 
entwickelt sich aber dann innerhalb der ersten 24 Stunden, in anderen 
Fallen erst etwas spater. Gleichzeitig, eventuell sogar vielleicht vorher, 
findet man auch eine nicht unbedeutende Erhéhung des Serumbilirubins. 
Von den untersuchten elf Fallen fanden wir diese Bilirubinzunahme 
gleichzeitig mit der ersten Erythrocytenzunahme siebenmal. In den 
anderen Fallen wurde dieser Effekt nicht beobachtet, aber wir haben 
schon oben bemerkt, daB, wenn die Erscheinung nur voriibergehender 
Natur wire, dann leicht eine kurzdauernde Erhéhung iibersehen werden 
koénnte. 


Diese erste Steigerung der roten Blk.-Zahl, zusammen mit der 
Erhéhung des Serum-Bilirubins, diirfte nach allem, was wir insbesondere 
aus Barcrofts Untersuchungen in den letzten Jahren gelernt haben, 
auf eine Milzkontraktion zuriickzufiihren sein. Dabei werden wenig 
resistente rote Blk. in den Blutkreislauf geworfen, werden dort haimo- 
lysiert, und aus ihrem Hamoglobin entsteht Bilirubin. Tatsichlich 
finden wir ja auch bei jeder experimentell verursachten Milzkontraktion, 
so auch bei der Milzkontraktion bei Sauerstoffmangel, eine Erhéhung 
des Serumbilirubins (s. die Arbeit Verzdr und Luddny). Andererseits 
ist sowohl fiir den Sauerstoffmangel in der pneumatischen Kammer (1), 
als auch fiir das Hochgebirge gezeigt worden, daB wenig resistente rote 
Blk. im Kreislauf erscheinen, die demnach aus der Milz stammen 
diirften. Die erste Steigerung des Serumbilirubins erklart sich also 
aus der durch den Reiz des Sauerstoffmangels bedingten Milzkontraktion. 


Insbesondere aus den Arbeiten der Schule von Eppinger, speziell 
den auf Jungfraujoch ausgefiihrten Untersuchungen von Ewig und 
Hinsberg (9) wissen wir aber, daB bereits innerhalb weniger Tage eine 
Kreislaufumstellung stattfindet und der Sauerstoffmangel in gewissem 
MaB8e durch die Erhéhung des Minutenvolumens kompensiert wird. Das 
diirfte die Erklarung dafiir sein, daB falls keine Muskelarbeit geleistet 
wird, die Zah! der roten Blk. nicht weiter in die Héhe geht, im Gegen- 
teil sich nach etwa 4 Tagen wieder vermindert. Es scheint uns wahr- 
scheinlich, daB das zusammenfallt mit der Ausbildung der Kreislauf- 
kompensation. 
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Ganz anders verlaufen aber rote Blk.-Bildung und Serumbilirubin, 
wenn Muskelarbeit geleistet wird. Das hat sich besonders klar in 
unserer IIT. Expedition gezeigt, wo auf Grund der friiheren Erfahrungen 
hierauf besonders geachtet wurde. Es ergab sich, daB, wenn im 
Hochgebirge Arbeit geleistet wird, die rote Blk.-Zahl kontinuierlich 
zunimmt. Dabei zeigte sich, daB der AnstoB zu dieser Zunahme durch 
einen starken Anstieg des Serumbilirubins gegeben wird und daB wahrend 
der ganzen Periode der starken Muskelarbeit (allerdings bei gleichzeitigem 
Sonnenschein) wiederholt sehr hohe Bilirubinwerte gefunden werden. 

Bei einer nachtraglichen Literaturstudie finden wir, daB Monge (7) 
1929 in den Anden in 3700 m Hohe auch bei mehreren Personen hohe 
Bilirubinwerte im Serum (nach H. v. d. Bergh) gefunden hat. Ohne auf 
seine von den iiblichen Anschauungen stark abweichenden Meinungen 
iiber Ursache der Bergkrankheit eingehen zu wollen, ist uns dieser 
Befund eine sehr erwiinschte Bestatigung des unsrigen. 

Nachdem beobachtet worden war, daB eine LEingabe von 
geringen Mengen von Bilirubin erythropoetisch wirkt (12), liegt es 
nahe, anzunehmen, daB auch das intravital entstandene Bilirubin 
eine solche Reizwirkung hat. Dabei scheint aber, daB eine einmalige 
Steigerung des Serumbilirubins durch Milzkontraktion oder auch 
nach dem Abstieg noch keine erythropoetische Wirkung ausiiben kann. 
Kommt es aber wiederholt zu einer Erhéhung des Serumbilirubins 
(Arbeitsperiode), dann wird als Folge dieser Reize das Knochenmark 
mit Neubildung von roten Blk. reagieren. Unsere Versuche fiigen sich 
in dieses Bild. Da aber nicht bei allen Versuchspersonen dieselben 
Befunde gemacht wurden, so kénnen wir sie auch nicht fiir absolute 
Beweise in dieser Richtung betrachten und werden hieriiber noch weitere 
Erfahrungen sammeln miissen. 

SchlieBlich haben wir sogleich nach dem Abstieg, wie zu erwarten 
war, als Folge des Blutzerfalls bei der Riickbildung der normalen roten 
Blk.-Zahl wieder eine voriibergehende Zunahme des Serumbilirubins 
gesehen. Diese hatte im Tierversuch Giannini (6) schon beobachtet 
und auch so gedeutet. 


Zusammenfassung. 

1. An elf Versuchspersonen wird in drei Expeditionen auf das 
Jungfraujoch (3450 m) die rote Blutkérperchenzahl parallel mit dem 
Serumbilirubin verfolgt. 

2. Schon am ersten Tage nimmt die Zahl der roten Blutkérperchen 
zu. Gleichzeitig steigt auch das Serumbilirubin in sieben Fallen von elf. 


3. Diese erste Erhéhung kann auf eine Milzkontraktion zuriick- 
gefiihrt werden. Sowohl die Blutkérperchenzahl als auch das Serum- 
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bilirubin nimmt wieder ab, wenn keine Korperarbeit geicistet wird. 
Das diirfte sich mit der in den ersten Tagen entwickelnden Kreislouf 
kompensation erkliren. 

4. Einmalige starke Muskelarbeit (Ski) nach einer Ruheperiode 
hat einen starken Blutkérperchenzerfall mit Anstieg des Serumbilirubins 
verursacht (fiinf Personen von sechs). Gleichzeitig begann eine starke 
Blutkérperchenzunahme, verbunden mit hohen Werten des Serum- 
bilirubins. 

5. Diese Beobachtungen kénnen die Annahme stiitzen, daB der 
Reiz fiir die Neubildung von roten Blutkérperchen die Zerfallsprodukte 
derselben, insbesondere das Bilirubin sind. Nachdem sich aber im Ver- 
halten der verschiedenen Personen Unterschiede gezeigt haben, miissen 
diese Untersuchungen fortgesetzt und insbesondere die Wirkung der 
einzelnen Faktoren (Arbeit, Licht usw.) weiter analysiert werden. 
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Der Einflu6B der Milz auf den Bilirubingehalt des Blutserums. 
Versuche iiber die Wirkung 
von Milzexstirpation, Milzkontraktion, Animie und Asphyxie’. 


Von 
G. v. Ludany und F. Verzar. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 4, November 1932.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Auf der Suche nach dem natiirlichen Reiz fiir die Bildung der 
roten Blutkérperchen wurde angenommen, daB dieser das beim Blut- 
kérperchenzerfall entstehende Bilirubin oder eines seiner Zersetzungs- 
produkte sei [Verzdr(1)]. Als erste Reaktion bei O,-Mangel, Blut- 
verlust usw. tritt, wie bekannt, vielfach eine Milzkontraktion auf, 
wodurch der Mangel so weit als méglich kompensiert wird. Dabei 
werden weniger resistente rote Blutkérperchen in den peripheren Kreis- 
lauf geworfen, die dort bald einer Himolyse anheimfallen diirften. Als 
Produkt dieses Zerfalles kénnte Bilirubin im Blut erscheinen. Es sollte 
deshalb im folgenden untersucht werden, auf welche Weise die Milz 
den Gehalt des Blutserums an Bilirubin beeinfluBt. 


Methodik. 


Das Blutserum von Kaninchen hat einen so geringen Gehalt an Bilirubin, 
daB es mittels der gew6hnlich benutzten klinischen Hymans v. d. Bergh- 
Reaktion nicht nachweisbar ist, oder an der Grenze der Nachweisbarkeit 
liegt. Wir haben deshalb zu unseren Untersuchungen zum Bilirubinnachweis 
die Bestimmung der Absorption im alkoholischen Serumextrakt benutzt. 
Unsere Methodik, die aus der von Sheard und Mann (2) hervorging und 
von Peter (3) modifiziert wurde, ist in einer Arbeit von Scholderer (4) fiir 
Kaninchenserum beschrieben. Die Menge des Bilirubins bestimmen wir 
aus der GréBe der Absorption bei 450 my. Beziiglich dieser Methodik sind 
wir uns wohl bewuBt, daB sie nicht spezifisch fiir Bilirubin ist. Bei dem 
sehr geringen Bilirubingehalt des Kaninchenserums ist nur eine schwache 
Endabsorption im Violetten vorhanden, mit einem Maximum bei 450 mu. 
Diese kann nur mit Vorbehalt als durch Bilirubin bedingt aufgefaBt werden; 
es kénnte z. B. der Gehalt des Serums an Carotin und einer Reihe von 
anderen Substanzen ahnliche Endabsorptionen verursachen. Es kam uns 
aber im folgenden nur darauf an, zu untersuchen, ob bei gewissen experi- 


Untersuchungen tiber den Bilirubinstoffwechsel. II. 
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mentellen Eingriffen sich solche Veranderungen der Lichtabsorption b 

der spektrophotometrischen Untersuchung zeigen, wie sie bei einer Ver 
anderung des Bilirubingehaltes zu erwarten waren. Mit dieser Beschrankuny 
ist die spektrophotometrische Methode zur Bestimmung der Menge des 
Serumbilirubins in unseren Versuchen verwendbar. Wir beziehen also die 
Absorption bei 450 my im folgenden auf Bilirubin. 

Um die Grundlagen fiir die Folgerungen aus den Versuchsergebnissen 
zu zeigen, sind in Abb. 1 bis 5 eine Reihe der zu den nachsten Versuchen 
gehorenden Absorptionskurven zusammengestellt. Sie zeigen die Licht 
absorption im Keuffel-Esser-Coloranalyzer (Spektrophotometer) bei ver- 
schiedener Wellenlange. Die Kurven sind zwischen 430 und 530 my von 
10 zu 10myu aufgenommen. Oberhalb dieser Welleniaénge wurde nur 
bestimmt, ob eine (nahezu) 100°, ige Lichtdurchlassigkeit vorhanden ist, was 
in simtlichen Versuchen der Fall war. Die Kurven zeigen eine Form, die 
die Annahme, da®& es sich um Bilirubinabsorption handelt, bekraftigt. 
(Siehe die nachste Arbeit von Scholderer.) 

Zu diesen Untersuchungen benutzten wir Kaninchen von etwa 2 bis 
2,5 kg Koérpergewicht. Diesen wurde, meistens mit Herzpunktion, 6 bis 
7ecem Blut fiir jede Bestimmung entnommen. Nur ausnahmsweise 
geschah die Blutentnahme aus der A. carotis. 


Versuche. 


Der Bilirubingehalt des Blutserums von normalen Kaninchen ist auberst 
niedrig. Bei neun Tieren fanden wir Werte, die, auf Bilirubin bezogen, 
zwischen 0,04 und 0,07 mg-°%,, meist um 0,05 mg-° liegen. Mittels 
Hymans van den Bergh-Reaktionen hat Giannini (5) 0,9 mg-°., bestimmt. 

Milzerstirpation bedingt eine Zunahme der Lichtabsorption, die einem 
Bilirubingehalt von etwa doppelter Héhe entspricht, wie die Tabelle I zeigt. 
in welcher Nr. 1 bis 5 eigene, Nr. 6 bis 11 Werte aus einer Arbeit von 
Scholderer (\. ¢.) sind. 


Tabelle I. 





Nr, | Bilirubin im Serum Tage nach der Nr, | Bilirubin im Serum Tage nach der 
in mg-°/ Milzexstirpation in mg-°), Milzexstirpation 

1 0,12 6 7 0,18 25 

2 0,11 2 8 0,04 unmittelbar 

3 0,095 3 nachher 

4 0,12 6 9 0,04 40 

5 0,11 2 10 0,06 6 

6 0,12 8 11 0,12 9 





Von diesen elf Beobachtungen bilden nur scheinbar Ausnahmen die 
Versuche 8 und 9. In Versuch 8 diirfte im Moment der Blutentnahme 
die Folge der Milzexstirpation noch nicht eingetreten sein. Im. Versuch 9, 
40 Tage nach der Exstirpation, kénnten kompensatorische Prozesse die 
Rolle der Milz iibernommen haben, woriiber weitere Untersuchungen nétig 
sind. Versuch 10 ist als Ausnahme zu buchen, weil der Wert an der 
oberen Grenze der Normalwerte liegt. 

Die Wirkung von Adrenalin hat bereits Drowet (6) untersucht. 
Adrenalin bewirkt Milzkontraktion, und Drouet fand, daB dabei das Serum- 
bilirubin ansteigt, was er ohne den direkten Beweis zu erbringen auf 
Milzkontraktion zuriickfiihrte. Wir haben drei Kaninchen intravendés 
0,1 bis 0,3 cem 1°/,, Adrenalin injiziert und auch gefunden, daB 30 Minuten 


g* 
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nach der Injektion das mittels Herzpunktion entnommene Blut etwa 
doppelt soviel Bilirubin enthalt (Tabelle II, Abb. 1). 


Tabelle Il. 





‘ Bilirubi i -0 
Gewicht iizebingshelt in mg 0 





Versucl > eal —— Injiziertes 7 ‘ 
tebiates des Tieres yor nach Adrenalin Bg mae oll 
Nr. kg Adrenalininjektion ecm 
1 3,1 0,045 0,12 0,3 30 
2 2,0 0,040 0,095 0,2 30 
3 3,3 0,055 0,12 0,1 30 
~ | Vers Ne I 
e 10 1. 2 <P on 
N Le] Abb. 1. 
aN , 
> 7 —— = Normale Absorption. 
£0” a iy ae = 30 Min. nach 0,3 ccm 
S rd } 1°%/o9 Adrenalin intra- 
a Fe vends. 
S Wy 











430 YO 50 60 70 80 9 5007 2% 
Wellentinge in mf 


Den Beweis, daB diese Zunahme durch eine Milzkontraktion zustande 
kommt, erbrachten wir so, daB wir bei drei weiteren Tieren die Milz exstir- 
pierten und dann die Adrenalininjektion machten. Die Steigerung des 
Bilirubinwertes blieb nun aus, wie das Tabelle [II (Abb. 2) zeigt. Die 
Zunahme des Serumbilirubins nach Injektion von Adrenalin beruht dem- 
nach auf einer Milzwirkung, die wohl als Kontraktion der Milz gedeutet 
werden dart. 

Tabelle Ill. 











3 Bilirubingehalt in mg-9/o | z : 
Versuch Couees Ste Ba wins i || Injiziertes Untersucht —— 
— PA, .. cw : nach | Andrenalin ee ol exstirpation 
Nr. kg Adrenalininjektion ecm Tage 
4 2,9 0,12 0,12 0,2 30 6 
5 2,1 0,11 0,11 0,2 25 und 45 2 
6 2,3 0,095 0,095 0,1 30 3 
p00 Abb. 2. 


Normale Absorption. 
Absorption n. Milz- 
exstirpation. 
Absorption 30 Min. 
nach 0,2cem Adre- 
nalin intravenés. 
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Welentinge in mL 

Die Wirkung von Blutverlusten. Die erste Reaktion, die in zweck- 
maBiger Weise nach Blutverlust eintritt, ist eine Milzkontraktion. Wir 
untersuchten deshalb, ob auch in diesem Falle eine Zunahme des Bilirubin- 
gehaltes des Serums entsteht. In der nachsten Versuchsreihe benutzten 
wir deshalb drei Kaninchen, bei welchen mittels Herzpunktion je 50 ccm 
Blut entnommen wurde, etwa ein Viertel bis ein Fiinftel der gesamten 
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Blutmenge. In diesem wurde sogleich die Bilirubinkonzentration spektro 
photometrisch bestimmt. Nach 24 bis 30 Stunden wurde mittels Herz 
punktion wieder Blut entnommen und das Serum untersucht. Tabelle LV, 
Abb. 2 zeigt diese Versuche, aus welchen tibereinstimmend hervorgeht, 
daB die Absorption so stark zugenommen hat, da®, auf Bilirubin bezogen, 
dieses auf das Drei- bis Vierfache vermehrt ist. 


Tabelle LV. 





Versuch Gewicht des Tieres 











vor 
Nr kg Blutentnahme 
7 22 0,045 
8 2,9 0,055 
9 2.1 0,045 
100 a el 
lasin Fah yy 
pa 
PY + a +—++ daemon 
Ty = 
ed 4 
S / 
2 | / 
70} 4+ 
= : 
430 YO 50 60 70 80 90 500 10 2 4 
Wellenionge 17 ft 


Bilirubingehalt in mg-°/» 


; Untersucht nach 
nach 


Stunden 
0,12 24 
0,19 30 
0,11 26 
Abb. 3. 


- Normale Absorption 
30 Stunden nach 50ecm 
Blutentnahme. 


Nachdem es a priori wahrscheinlich war, daB die beim Blutverlust ent- 
stehende Milzkontraktion diese Bilirubiniimie bewirkt, wurde nun an zwei 
Tieren untersucht, ob diese Anaimisierungsreaktion nach Milzexstirpation 


fehlt ! (Tabelle V, Abb. 4). 
Tabelle V. 





Gewicht Bilirubingehalt in mg-°'9 








Versuch des gy $3 
Tieres vor nach nach 
- Stunden 
Nr. kg Blutentnahme 
10 2,9 0,12 0,12 30 
11 2,1 0,14 0,085 30 
Cae ] 
100} Vers NrX ses 
e | ant | — 
el 7) 
S | Ld 
Ss | 
: 
zw Z| | 
W 530 60 70 80 9 5001 2 H 


§ 


Wellenlange in Mf 


mn Untersucht 


Nach der 


Milz- Art der 
exstirpation Blutentnahme 
Tage 
6 50 cem_ mittels 
Herzpunktion 
2 50cem aus der 


Carotis 


Abb. 4 
= Absorption bei einem 
milzlosen Tier 6 Tage 
nach der Exstirpation. 
30 Stunden nach 50 cem 
Blutentnahme. 


1 Ein dritter Versuch mi®gliickte und konnte auBerer Umstande 
wegen nicht mehr wiederholt werden. 
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Beide Tiere hatten, entsprechend dem bereits oben Gesagten, nach der 
Milzexstirpation einen stark erhéhten Serumbilirubinwert. Dieser ging 
nach der Andmisierung nicht weiter in die Héhe, im Gegensatz zu den 
normalen Tieren. Die Bilirubinimie nach Blutverlust beruht also aut 
Milzkontraktion bzw. einer ,,Milzwirkung.** 


Die Wirkung von Asphyxie. Auch bei dieser soll Milzkontraktion ent- 
stehen, wie das besonders fiir den Fall des O,-Mangels bekannt ist. Wir 
gingen so vor, daB das Tier unter eine Glasglocke gebracht wurde, die 
mit N halbverdiinnter Luft gefiillt wurde. Nach 20 Minuten war starke 
Atemnot vorhanden, die zum Teil auch auf CO,-Anhaufung zuriickfiihrbar 
ist, da fiir deren Entfernung nicht gesorgt war. Nun wurde das Tier aus 
der Glocke entfernt. Einige Tage vor dem Versuch wurde mittels Herz- 
punktion 6 bis 7cem Blut entnommen und der Bilirubingehalt bestimmt. 
Wir tiberzeugten uns, daB dadurch keine bleibende Bilirubinamie entsteht, 
so daB am Tage des Asphyxieversuches der Bilirubinwert des Serums 
wieder als normal betrachtet werden konnte. Nach der Asphyxie wurde 
sogleich ebenfalls durch Herzpunktion Blut entnommen und das Serum- 
bilirubin bestimmt. Tabelle VI, Abb. 5 zeigt, daB es in allen drei Fallen 
zu einer deutlichen Zunahme des Serumbilirubins kam. 


Tabelle VI. 





Bilirubingehalt in mg-°/» 
hacia — Dauer der 








Versuch Gewicht des Tieres 

















vor nach n Asphyxie 
Nr. kg Asphyxie Min. 
2 3,6 0,05 0,125 20 
13 3.5 0,07 0,15 20 
14 3,0 0,045 0,095 20 
100 Vers Nr XM aan 
& LA | Z 
& ,/ « 
N W vA tA = Abb. 5. 
SS ee LA ——me st neo apy ari 
> = Nach 20 Min. As yxle. 
$ @ | a Sa a in. Asphyxie 
/ 
ae 
"3000 30 00 70 8 W500” WH 
Wellenlange in mt 
Diskussion. 


Aus den beschriebenen Versuchen geht klar hervor, daB immer, 
wenn eine Milzkontraktion entsteht, die spektrophotometrisch ge- 
messene, dem Bilirubin entsprechende Lichtabsorption der alkoholischen 
Serumextrakte stark zunimmt. Indem wir noch einmal ausdriicklich 
bemerken, daB diese Absorption nicht spezifisch fiir Bilirubin ist, 
sehen wir sie dennoch unter den gegebenen Verhaltnissen fiir einen 
Beweis dafiir an, da8 der Bilirubingehalt des Serums ansteigt. 
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Das ist vor allem fiir die Wirkung des Adrenalins bewiesen, das 
eine sofortige Milzkontraktion bewirkt. Nachdem es auch mit anderer 
Methodik schon gelungen war (Hymans van den Bergh-Reaktion von 
Drouet) hierbei Bilirubinzunahme nachzuweisen, so ist das ein Beweis 
fir die Richtigkeit der Erklirung, die wir unseren  spektrophoto- 
metrischen Absorptionskurven geben. 

AuBer bei der durch Adrenalin bewirkten Milzkontraktion fanden 
wir noch eine Zunahme des Serumbilirubins nach Andmisierung, sowie 
nach Asphyzie. Fiir die Adrenalin- und die posthimorrhagische Bili- 
rubinamie konnte gezeigt werden, daB sie nach Milzexstirpation fehlen. 
Man wird also mit vollem Recht sie fiir den Ausdruck einer Milz 
kontraktion halten diirfen. DaB bei Asphyxie Milzkontraktion eintritt, 
ist bekannt und fiigt sich also ebenfalls in dieses Bild. 

Fiir den weiteren Befund, daB nach Milze estirpation der Bilirubin- 
gehalt des Serums auf das Doppelte erhéht ist, haben wir keine be- 
friedigende Erklarung. Es ware denkbar, daB durch die Verminderung 
der Masse des Retikuloendothels durch die Milzexstirpation die Ent- 
fernung von bestandig gebildetem Bilirubin aus dem _ Blutkreislauf 
weniger vollkommen vor sich geht und deshalb dessen Menge im Serum 
vermehrt ist. Eine solehe Wirkung der Milz ist bisher noch nicht 
bewiesen (siehe die nachste Arbeit von Scholderer, |. c.). 

Eine weitere Frage ist, woher das Bilirubin bei Milzkontraktion 
stammt. Auf eine Méglichkeit haben wir in der Einleitung schon hin- 
gewiesen. Die Milz wirft weniger resistente Blutkérperchen in den 
peripheren Kreislauf. Wenn diese hamolysiert werden, so wiirde 
aus ihnen Hamoglobin frei, das dann in Bilirubin umgeandert wiirde. 
Gegen diese Erklirung spricht aber, da bereits 30 Minuten nach einer 
Milzkontraktion, z. B. nach Adrenalin, das Bilirubin schon zugenommen 
hat. Es scheint fraglich, ob inzwischen schon eine Himolyse abgelaufen 
sein kann. Es wire aber denkbar, daB die Milz bei der Kontraktion 
auch schon vorgebildetes Bilirubin entleert. Ferner scheint es nicht 
ohne weiteres verstindlich, warum das aus der Milz in den peripheren 
Kreislauf gelangte Bilirubin nicht rasch aus diesem wieder verschwindet. 
Wie rasch intravenés injiziertes Bilirubin aus dem Blute verschwindet, 
geht z. B. aus der Arbeit von Scholderer hervor. Hier kénnte daran 
gedacht werden, daB die kontrahierte Milz nicht mehr bei der Ent- 
fernung des Bilirubins beteiligt ist. DaB ihr aber andererseits bei diesem 
ProzeB keine groBe Rolle zukommt, zeigen eben die erwahnten Ver- 
suche von Scholderer. 

Interessante Ausblicke ergeben sich, wenn man die hier gemachten 
Befunde mit der wiederholt gefundenen erythropoetischen Wirkung von 
animischem Serum vergleicht. Seit Carnot (7) ist bekannt, daB nach 
Anamisierung das Blutserum die Fahigkeit gewinnt, erythropoetisch 
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zu wirken. Mit Zih (8) ist wiederholt darauf hingewiesen worden, dai 
andimisches Serum nur dann erythropoetisch wirkt, wenn es ,,hamo- 
lytisch*’ ist bzw. Himoglobin enthalt, und mit EF. Fischer (9) wurde 
nachgewiesen, daB ein angeblich erythropoetisch wirksames andmi- 
sches Serum unwirksam war, aber auch kein Hamoglobin oder Bilirubin 
enthielt. Ferner wurde auch angegeben (10), daB das Serum von 
Tieren, die O,-Mangel ausgesetzt waren, eine erythropoetische Wir- 
kung habe. 

Sowohl animisches wie asphyktisches Serum hat nun aber neben 
seiner erythropoetischen Wirkung —- wie aus unseren Versuchen hervor- 
geht -- einen erhéhten Bilirubingehalt. Diese Befunde stehen also in 
EKinklang mit der vor lingerer Zeit von Verzdr und Zih ausgesprochenen 
und einleitend erwihnten Annahme, daB die Reizwirkung fiir die 
Bildung von roten Blutkérperchen durch Bilirubin (oder ein Produkt 
desselben) zustande kommt. 


Zusammenfassung. 


1. Bei Kaninchen wurde spektrophotometrisch die dem Bilirubin 
entsprechende Lichtabsorption des Blutserums bestimmt und daraus 
auf die Bilirubinkonzentration in diesem gefolgert. 

2. Nach Milzexstirpation ist der Bilirubingehalt des Serums auf 
das Doppelte erhéht. 

3. Nach intravenéser Adrenalininjektion steigt der Bilirubingehalt 
des Blutserums. Die Steigerung fehlt, wenn die Milz vorher exstirpiert 
wurde. 

4. Nach Blutentnahme steigt am nachsten Tage das Serum- 
bilirubin ebenfalls. Auch diese Reaktion fehlt nach Milzexstirpation. 

5. Asphyxie bewirkt ebenfalls Steigerung des Serumbilirubins. 

6. Es wird auf die Parallelen zwischen erythropoetischer Serum- 
wirkung und Bilirubingehalt verwiesen. 
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Das Verschwinden yon in die Blutbahn injiziertem Bilirubin 
aus dieser und der Einflu6 der Milz hierauf'. 


Von 


H. Scholderer, 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 4. November 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Um die physiologischen Wirkungen des Bilirubins zu erkennen, 
muB der Mechanismus aufgeklart werden, der die Menge dieser Substanz 
im Blute regelt. Es sind insbesondere zwei Fragen zu entscheiden: 
Wie gelangt es in das Blut und auf welche Weise verlaBt es dieses. 
Die erstere Frage hingt auf das engste mit dem Problem zusammen, 
ob Bilirubin resorbiert wird. Andererseits wird die Aufklirung des 
Mechanismus, mit welchem es aus dem Blute verschwindet, insbesondere 
die Bestimmung dieser Geschwindigkeit, erst zeigen, ob die bisher zur 
Lésung der Frage, ob Bilirubin resorbiert wird, unternommenen Unter- 
suchungen dieses Problems iiberhaupt entscheiden konnten. Die von 
Verzar und Zih (1) festgestellte erythropoetische Wirkung des Bili- 
rubins oder irgendeines Produktes desselben wird auch erst verstandlich, 
wenn --- da diese Substanz auch oral wirksam ist die Resorptions- 
verhiltnisse geklart sind. 

Whipple (2) stellte (1922) auf Grund von Versuchen an Hunden mit 
Gallenfisteln fest, daB8 die Ableitung der gesamten Galle ohne EinfluB aut 
die weitere Produktion von Gallenpigment ist und dai demnach die 
Resorption von Gallenpigment tiberhaupt bzw. von Urobilin und Stercobilin 
zum mindesten nicht notwendig sei. Seiner Meinung nach fehlt jeder 
Grund fiir die Annahme dieser Resorption. Allerdings mu streng unter 
schieden werden zwischen der Frage nach der Resorptionsméglichkeit des 
Bilirubins selbst und der Bilirubink6érper andererseits. DaB letztere resorbiert 
werden, wird heute allgemein als sicher angenommen und ist besonders 
wieder durch die Versuche von Ellmann und Mec Master (3) (1925) bewiesen. 


! Untersuchungen iiber den Bilirubinstoffwechsel. LILI. 
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Andererseits hatten 1923 Brown, Me Master und Rous (4) den Nachweis 
vefiuhrt, daB in der Fistelgalle von Hunden, denen Schafgalle intraduodenal 
gegeben wurde, der fiir Schafgalle charakteristische Farbstoff, Cholo- 
hamatin-Bilipurpurin, erscheint. In Versuchen an Hunden konnte Mann (5) 
(1925/26) im Mesenterialvenenblut nach einer intraduodenalen Applikation 
von 200 ccm Galle jedoch keinen Anstieg des Serumbilirubins nachweisen. 
Auch wenn er den Anstieg des Serumbilirubins im groBen Kreislauf nach 
Unterbindung des D. hepaticus und Exstirpation der Gallenblase zeitlich 
verfolgte, lieB sich ein EinfluB8 duodenaler Gallengaben auf den Ablauf 
solcher Kurven nicht nachweisen. Er glaubt deshalb, da® Bilirubin nicht 
resorbiert werde. Auch in Versuchen von Blankenhorn (6) (1927) schien 
die Méglichkeit einer Resorption zum mindesten zweifelhaft. 

Der Grund fiir die Schwierigkeit der Beurteilung, ob Bilirubin resorbiert 
wird, kann einerseits der sein, daB das erythropoetisch wirksame Prinzip 
in den Versuchen mit peroraler Gabe nicht Bilirubin selbst, sondern eine 
resorbierbare Abbauform ist. Andererseits scheint es aber denkbar, dab 
resorbierte geringe Bilirubinmengen zu rasch aus dem Blute wieder ver- 
schwinden, um nachgewiesen zu werden. Die Méglichkeit des Nachweises 
hangt natiirlich von der Dauer, wihrend welcher das resorbierte Bilirubin 
im Blute verweilt, ab. 

Bilirubin wird aus der Blutbahn rasch wieder entfernt. So wies 
Stroebe (7) (1932) nach, daB injiziertes Bilirubin nach 5 Stunden zu 70°, 
durch die Galle ausgeschieden wird. Nach Meier und Heinelt (8) scheiden 
Kaninchen eine Injektionsdosis von 8 mg zur Halfte in !'/, Stunde aus. 
Der Hund in der gleichen Zeit sogar vollkommen. Nach Tarchanoff (9) 
(1874) sollen 50 mg Bilirubin vom Hund innerhalb 2 Stunden eliminiert 
werden. Ahnliches habe auch Makino festgestellt. Die Ausscheidung geht 
durch die Galle. 


In den folgenden Versuchen soll deshalb zunachst die Geschwindig- 
keit, mit der das Bilirubin aus der Blutbahn verschwindet, und einige 
Bedingungen hierfiir untersucht werden. 


Methodik. 


Zu den Versuchen verwendeten wir Kaninchen. Diesen wurde in 
Urethannarkose Carotis und Jugularis frei gelegt und in die Carotis eine 
Kaniile eingebunden, aus der in verschiedenen zeitlichen Abstainden Blut- 
proben entnommen wurden. Zu den Injektionen wurde teils Bilirubin 
Merck’, teils Bilirubin ,,Homburg** benutzt. Wir injizierten intravenés 
4mg Bilirubin pro Kilogramm Kérpergewicht. Dieses wurde in 5 ’, ig. 
Sodalésung, | eem pro | mg Bilirubin, gelést. In friiheren Versuchen haben 
wir es in Ringerlésung, die mit Sodalésung alkalisiert war, gelést. 

Im einzelnen Versuch, an ein und demselben Tier, wurden in der Regel 
drei Bestimmungen des Serumbilirubins, z. B. 2, 15 und 30 Minuten nach 
der Injektion gemacht. 

Aus den so erhaltenen Werten la8t sich eine ideelle Ausscheidungs- 
kurve des Bilirubins konstruieren. In den Kurven (Abb. 2) sind die Mittel- 
werte aller dieser Versuche benutzt worden. Die Ordinate stellt Milligramm- 
prozente Bilirubin, die Abszisse die Zeit in Minuten nach der Injektion dar. 
Die Rechtecke geben den Bereich der Streuung an. 

Die Zahl der Bestimmungen, aus denen der Mittelwert berechnet wurde, 
ist aus Tabelle II ersichtlich. 
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Die Bestimmung des Bilirubins wurde spektrophotometrisch vor 
genommen nach einer auf Grund der Arbeiten von Sheard und Mann (11) 
von J. Peter in unserem Institut ausgearbeiteten Methodik, die in ihrer 
Anwendung auf Kaninchenserum hier kurz bheschrieben sei. 


5 bis 6 cem aus der Carotis entnommenes Blut werden in einen kiihlen, 
dunklen Raum gestellt, dann '/, Stunde zentrifugiert, das Serum abgegossen, 
zur weiteren Klarung letzteres noch zweimal je 10 Minuten zentrifugiert. 
Es wurde streng darauf geachtet, erythrocyten- bzw. hamoglobinfreies 
Serum zu erhalten. War dieses deutlich hamoglobinhaltig. so wurde es 
nicht verwendet, weil hierdurch die spektrophotometrische Ablesung 
gestort wird. 

2.5cem Serum werden nun langsam in einem Zentrifugenglas zu 
12cem Alkohol (96°,ig) gegeben, geschiittelt und 5 Minuten im Dunkeln 
stehengelassen. Dann wird 10 Minuten zentrifugiert und der bilirubinhaltige 
Alkohol in ein 25-cem-Mabk6élbchen dekantiert. Zum Riickstand des 
Zentrifugenglases wird nochmals 5cem Alkohol gegeben, gut aufgewirbelt, 
5 Minuten im Dunkeln stehengelassen und nun durch einen vorher mit Alkoho! 
gewaschenen Glasfiltertiegel, Jena 1 G3, der Inhalt des Zentrifugenglases 
in das MaBkélbchen mit Unter- oder noch besser mit Uberdruck filtriert, 
mit Alkohol nachgewaschen und bis zur Marke auf 25cem aufgefiillt. 
Man 1Ja8t 10 Minuten im Dunkeln in Eiswasser stehen, wobei sich ein feiner 
Niederschlag bildet, der anschlieBend durch 5 Minuten langes Zentrifu- 
gieren zum Zusammenballen gebracht wird. Das Zentrifugat wird nun durch 
einen trockenen Glasfiltertiegel, Jena 1 G4, unter Uberdruck filtriert. 
Wahrend der ganzen Aufarbeitung werden die Lésungen mdéglichst vor 
Lichtzutritt geschiitzt. Man hat also schlieBlich eine klare, zehnfach ver- 
diinnte alkoholische Lésung des Serumfarbstoffes. 

Die spektrophotometrische Bestimmung schlieBt sich sofort an die 
Beendigung der Aufarbeitung an. Es wurde das Spektrophotometer von 
Keuffel und Esser (Coloranalyzer) be- 
nutzt. Die Absorption geschah in einer 0 — 
Kiivette von 10cm Lange und etwa % <a ] 
20 cem Inhalt. ad | | 

Zwischen 430 und 510 my wurde &@ 
die Lichtdurchlassigkeit im Abstand a—— 
von je 10my bestimmt. Aus jeetwa = yw 
10 Ablesungen bei einer Wellenlange 
wurde das Mittel gewahlt. Oberhalb des 
Absorptionsbereiches wurden noch ein- 
zelne Ablesungen bei 530, 550, 580, aT 
640, 680 mu gemacht. Aus dem Ab- 0 
sorptionswert bei Wellenlinge 450 my — gylif 
wurde der Bilirubingehalt der Lésung 
auf Grund des Extinktionskoeffizienten 
von 0,925 (Miiller und Engel) nach dem 
Beer-Lambertschen Gesetz berechnet Abb. 1. 
bzw. aus der vorbereiteten Tabelle bzw. 

Kurve (Abb. 1) abgelesen. 

Mittels dieser Methodik laBt sich noch 0,05 mg-°,, Bilirubin im Serum 
bestimmen. Der Gehalt eines normalen Kaninchenserums betragt etwa 
soviel, falls man die gesamte Absorption auf diesen Farbstoff bezieht. 
Letzteres ist aber fiir die in dieser Arbeit behandelte Frage ohne Bedeutung, 
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denn in unseren Versuchen injizierten wir Bilirubin, das sich dann immer in 
einer klaren, charakteristischen Erhéhung des Absorptionswertes bei 
450 maw und charakteristischer Absorptionskurve zeigte. 


Versuche. 


In der Tabelle I sind alle unsere Versuche zusammengestellt und in 
Tabelle [1 die Mittelwerte der verschiedenen Versuche, die zur selben Zeit 
nach der Injektion gemacht wurden. Auf Grund dieser Mittelwerte sind 
in der Abb. 2 zwei Kurven, die eine fiir normale, die andere fiir milzlose 
Tiere gezeichnet. Sie zeigen, mit welcher Geschwindigkeit das injizierte 
Bilirubin aus dem Blutserum verschwindet. 
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Abb. 2. 


Der Anfang der Kurven, d.h. die Konzentration des Bilirubins im 
Serum im Moment der Injektion, kann nicht bestimmt werden, weil es 
sogleich mit groBer Geschwindigkeit eliminiert wird. Man kann aber be- 
rechnen, daB, wenn man einem 2 kg schweren Tier 8 mg Bilirubin injiziert. 
in den 200 cem Blut bzw. 100 cem Serum dieses Tieres (ohne den normalen 
Bilirubingehalt des Serums in Betracht zu ziehen) im Moment der Injektion 
8 mg-°,, Bilirubin vorhanden sein miiBte. Die Form der Kurve der Abnahme 
wiirde sich auch dann nicht andern, wenn von diesem wesentlich abweichende 
Anfangswerte angenommen wiirden, denn die Kurven fallen anfangs sehr 
steil ab. 

Innerhalb der ersten 5 Minuten nach der Injektion ist die Streuung 
sehr groB, weil hier Zirkulationsfaktoren das Resultat noch wesentlich 
beeinflussen. Deshalb haben wir die 2-Minuten- und 5-Minutenwerte der 
Tabelle I in den Kurven in gemeinsamen Mittelwerten zusammengefaBt. 
Die GréBe der Streuung geht aus der GréBe der entsprechenden Parallelo- 
gramme hervor. 

Die Kurve des Verschwindens des Bilirubins aus dem Blute fallt so 
so steil ab, da nach 5 Minuten bereits anstatt 8 mg-°,, nur etwa 











Tabelle I. 
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Tabelle Il. 





: Normale Tiere Milzlose Tiere 
Zeit nach 
Injektion Mittel- Hoichster Niedrigster Zahl der Mittel- Hoéchster Niedrigster Zahl der 


wert Wert Wert Versuche’ wert Wert Wert Versuche 
2’—5' 088 1,58 0,48 7 1,25 1,97 0,57 10 
15’ 0,39 0,55 0,29 6 0,49 0,72 0.23 g 
30' 0,17 0,23 0,13 3 0,47 0,48 0,44 3 
40’ 0.23 0,36 0,15 6 0,26 0,40 0,15 7 


| mg-°,, im Serum vorhanden ist, d. h. 80 bis 90°, des injizierten Bilirubins 
sind bereits verschwunden! Dann senkt sich die Kurve weniger; nach 
15 Minuten sind noch 0,4 bis 0,5 mg-%, nach 40 Minuten immer noch 
0,2 mg-°,, vorhanden. Es sind also 97,5", verschwunden. 

Die Endwerte der Kurven nach 40 Minuten, welche 0,23 bzw. 0,26 mg-°,, 
betragen, liegen noch mehr als doppelt so hoch wie die Werte bei normalen 
(0,05 mg-°,) und milzlosen (0,12 mg-°,) Tieren. (Siehe die vorige Arbeit.) 


Bei einem normalen Tier fanden wir nach 2 Stunden noch 0,13 mg-",. 
nach 5 Stunden noch 0,10 mg-°,. Vielleicht ist allerdings dieser Wert 
durch die Blutentnahmen schon erhéht und deshalb als normaler Endwert 
zu betrachten. 


Die Ausscheidung nach Milzexstirpation zeigt in der Abb. 2 die 
obere Kurve. Sie liegt etwas iiber der Kurve der normalen Tiere. Die 
Unterschiede sind in Anbetracht der Streuung der Werte gering, so dab 
wir darauf kein besonderes Gewicht legen kénnen. Es geht aber deutlich 
hervor, daB die Geschwindigkeit des Verschwindens des Bilirubins ohne 
Milz nicht wesentlich verdindert ist. Es scheint méglich, daB sie etwas 
verlangsamt ist, was daher stammen kann, daB durch die Entfernung der 
Milz die Gesamtmenge des Retikuloendothels um einen wesentlichen Ante?! 
vermindert ist. 


Einige Versuche wurden ferner ausgefiihrt, um den Anteil, den ver- 
schiedene andere Orqane an dem Verschwinden des Bilirubins aus dem 
Blute haben, festzustellen. In Versuch 18 wurden auBer der Milz auch beide 
Nieren’ exstirpiert. Die Bilirubinkonzentration nach 5 und 15 Minuten 
ist dieselbe wie in anderen Versuchen. Die Nieren spielen beim Verschwinden 
aus dem Blute also keine Rolle. 


In Versuch 19 wurde das Tier in Urethannarkose eventeriert. Dabei 
wurden die LebergefaBe unterbunden, so daB auch die Leber ausgeschaltet 
war. Es wurden 3 mg Bilirubin injiziert. Nach 15 Minuten ist noch 2,7 mg-°, 
im Serum vorhanden, also ein so hoher Wert, wie er sonst selbst nach 
2 Minuten niemals gefunden worden ist. Nachdem dieses Tier von 2.7 kg 
Gewicht vor der Eventeration etwa 135 ccm Blutserum besaB, deckt der 
Wert von 2,7 mg-°,, mehr als geniigend die gesamte Menge des injizierten 
Bilirubins. Es ist also bei diesem Tier tiberhaupt nichts aus dem Blute 
entfernt worden. Da Milz und Niere keine Rolle spielen, ist es also die Leber, 
die praktisch das gesamte Bilirubin aus dem Blute an sich reiBt. Dieser 
Versuch miiBte allerdings noch weiter bearbeitet werden. DaB injiziertes 
Bilirubin durch die Leber in die Galle ausgeschieden wird, ist ja auf Grund 
der in der Einleitung erwaihnten Arbeiten zweifellos. Aus unserem Befund 
geht aber auch hervor. da®B diese Aufnahme durch die Leber sogleich erfolgt. 
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Dem Ausgangspunkt dieser Untersuchungen entsprechend soll noch 
untersucht werden, welche Folgerungen beziiglich der Frage, ob Bilirubin 
resorbiert wird, sich ergeben. Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dal 
in die Blutbahn injiziertes Bilirubin in einigen Minuten bis iiber 80°, wieder 
verschwindet. Diese Elimination ist also beim Kaninchen noch schneller 
als es die von Bergemann und Lilbott (11) fiir den Menschen angegebenen 
Werte zeigen. Fallt nun ein durch Resorption vom Darm aus bedingte1 
Anstieg unter diese Eliminationsgeschwindigkeit, dann wird sich das 
resorbierte Bilirubin dem Nachweis entziehen. Das gilt vor allem fiir Faille. 
in welchen das Bilirubin im Blute des groBen Kreislaufes bestimmt wird. 
Nachdem eine Adsorption schon in der Darmwand stattfinden kann, so 
gilt das wohl auch schon fiir Bestimmungen im Mesenterialvenenblut. 
Von Mann (1. ce.) wurden etwa 40 mg Bilirubin in Form von 200 cem Galle 
gegeben. Er fand keinen Anstieg im Blute der Pfortader. Ein eigener 
Versuch dieser Art gab ebenfalls ein negatives Resultat : 


Versuch 20. Hund, 8kg, 24 Stunden niichtern. © Numalnarkose. 
Laparatomie. In das Duodenum wird 50 mg Bilirubin (gelést in 5°,, Na,CO,) 
injiziert. Blutentnahmen durch Punktion der V. portae, vor der Injektion, 
30 Minuten und 60 Minuten spiter. In allen drei Proben ist bei 450 my 
die Absorption 83°... Es hat sich also innerhalb | Stunde keine Resorption 
von Bilirubin nachweisen lassen. 


Wenn man auf Grund der Messungen von Rein (12) als durch die 
V. portae flieBende Blutmenge 0,5cem pro Gramm Leber und Minute 
annimmt, so ergibt sich, daB bei einem Lebergewicht von 300 g 150 cem 
Blut pro Minute durch die Pfortader flieBen. Nehmen wir an, daB 10 mg 
Bilirubin in 3 Stunden resorbiert wiirden, d.h. auf 150. 180 26000 cem 
Blut verteilt ware = 0,04 mg-°,. Erythropoetisch wirksame Mengen 
waren in friiheren Versuchen (1) (2) 2 bis 10 mg. Es waren also eventuell 
noch bedeutend niedrigere Zunahmen im Pfortaderblut zu erwarten, und 
diese liegen alle schon unter der Grenze der Nachweisbarkeit. Hat dann 
das Blut die Leber passiert, so werden diese geringen Mengen von Bilirubin 
dort zum gréB8ten Teil zuriickgehalten, und im groBen Kreislauf ist die 
Nachweisbarkeit eines Anstiegs tiberhaupt nicht zu erwarten. 

Wiirde demnach die Resorption des Bilirubins aus dem Darm mit 
dieser Geschwindigkeit erfolgen, dann kénnte sie mit der spektrophoto 
metrischen Methodik nicht mehr nachgewiesen werden. Ein bindender 
Beweis dafiir, daB Bilirubin in geringen Mengen dennoch nicht resorbiert 
wird, liegt also derzeit nicht vor. Speziell gilt das fiir jene Mengen, die 
erythropoetisch schon wirksam sind. 


Zusammenfassung. 

L. Intravenés injiziertes Bilirubin verschwindet beim Kaninchen 
sehr rasch aus der Blutbahn. Nach 5 Minuten sind nahezu 90°, nach 
15 Minuten 95°, verschwunden. Dann geht die Abnahme nur langsam 
weiter. 


2. Exstirpation der Milz beeinfluBt die Geschwindigkeit des 
Verschwindens aus dem Blute nicht wesentlich. Fiir das Verschwinden 
aus dem Blute kommt also die Milz nicht in Betracht 
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3. Auch die Nieren spielen keine Rolle. Dagegen war nach Even- 
teration, mit AusschluB der Leber aus dem Kreislauf, das Verschwinden 
vollstandig gehemmt. 


4. Fiir die Frage der Resorption des Bilirubins wird berechnet, 
daB dieses rasche Verschwinden aus der Blutbahn den Nachweis im 
groBen Kreislauf unméglich macht und wirksame Quantititen resorbiert 
werden kénnten, ohne daB ihr Nachweis auch im Pfortaderblut gelange. 
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Untersuchungen 

iiber die Resorption von Bilirubin aus dem Darm'. 
Arch. 
oper, Von 
ear H. Scholderer. 
yenda 
ysiol. (Aus dem physiologischen Institut der Universitat Basel.) 
7. — 
itsch. (Eingegangen am 4, November 1932.) 
14. — 
ischr. In einer friiheren Arbeit (1) haben wir auf die Bedeutung der 
Biol. Frage, ob Bilirubin aus dem Darm resorbiert wird, fiir die Kenntnis 


seiner physiologischen Wirkung hingewiesen. 

Das Studium der Literatur zeigt, daB Whipple (2) und Mann (3) die 
Méglichkeit einer solchen Resorption ablehnen, wahrend Versuche von 
Brown, Mc Master und Rous (4) sie wahrscheinlich machen. Auf Grund 
von Versuchen iiber die Ausscheidungsverhaltnisse von injiziertem Bili- 
rubin (1) glaube ich gezeigt zu haben, daB zur Zeit ein bindender Beweis 
gegen eine Resorption von Bilirubin, speziell in den geringen erythro- 
poetisch schon wirksamen Mengen (5), nicht vorliegt. 

Die vorliegenden Untersuchungen gehen darauf aus, eine etwaige 
Resorption durch den Nachweis der Verminderung einer in den Diinn- 
darm von lebenden Ratten injizierten Bilirubinmenge zu suchen. Zu 
diesem Zwecke wurden bekannte Bilirubinmengen in den abgebundenen 
Diinndarm von Ratten injiziert und nach 1 bis 2 Stunden die noch 
vorhandene Bilirubinmenge bestimmt. Zur Kontrolle, ob es gelingt, 
das gesamte Bilirubin auf diese Weise wieder zu gewinnen, wurde der 
gleiche Versuch auch am toten Darm angestellt, der in einer feuchten 
Kammer bei konstanter Temperatur gehalten wurde. In diesen Kon- 
trollen muBte das gesamte Bilirubin wiedergewonnen werden. 





Methodik. 


Die Empfindlichkeit des Bilirubins gegen Licht und gegen den Sauer- 
stoff der Luft, sowie seine starke Adsorption an die Darmwand boten bei 
der Ausarbeitung der Methodik Schwierigkeiten, so daB wir erst nach einer 
groBen Reihe von Vorversuchen zu einer Methode kamen, die den vollen 


1 Untersuchungen tiber den Bilirubinstoffwechsel. IV. (III., siehe diese 
Zeitschr. 257, 137, 1933.) 
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Wiedergewinn der injizierten Bilirubinmenge bei den Kontrollversuchen 
garantierte. 

Es ergab sich schlieBlich folgendes Vorgehen: 10mg_ Bilirubin 
,Schuchardt‘’ werden abgewogen und im Wageglischen unter Zerreiben 
mit dem Glasstab in 0,4 cem n/10 Natronlauge gelést. Dann werden 9,6 cem 
destilliertes Wasser bzw. Na-Cholat- oder Na-Taurocholatlésung zugegeben 
und die gesamte Menge durch ein Papierfilter filtriert. Da eine vollkommene 
Lésung des Handelsbilirubins in diesen Konzentrationen schwer zu erreichen 
ist und deshalb die Lésungen filtriert werden muBten, war nur so GewiBheit 
iiber die GréBe der injizierten Bilirubinmenge zu erhalten, daB diese direkt 
bestimmt wurde. Deshalb wird zu etwa dem gleichen Zeitpunkt wie dem 
der Injektion eine Probe dieser Lésung (2 cem) in einen 100-cem-MaBkolben 
gegeben, dieser mit 96°,igem Alkohol aufgefiillt, und dann nach noch- 
maliger zehnfacher Verdiinnung die Konzentration der Probelésung spektro- 
photometrisch bestimmt. Der hierbei erhaltene Wert ergibt die Menge des 
injizierten Bilirubins. 

1 Stunde vor der Operation wurde den seit 16 Stunden hungernden 
Ratten 0,12 g Urethan auf 100g Koérpergewicht subcutan injiziert. Bei 
der Laparatomie muBte gelegentlich noch etwas Ather zur Narkose zugefiihrt 
werden. Beim Versuch am toten Darm wird das Tier nach Eréffnung der 
Bauchhéhle, beim Versuch am normalen, bei Beendigung des Versuchs 
durch Verbluten getétet. Nach Eréffnung der Bauchhéhle wird der Magen 
hervorgezogen und das Duodenum abgebunden. Dann wird mittels einer 
Pravazspritze 20cem warme Tyrodelésung durchgespilt und zweimal 
20 cem Luft nachgedriickt. Hiernach ist der Diinndarm meist vollkommen 
sauber und bleibt nur maBig mit Luft gefiillt. Es wird dann oberhalb des 
Coecum und unterhalb der Injektionsstelle der Spiilung je einmal ab- 
gebunden. Ein vierter Faden wird um das Duodenum gelegt. Die Injektion 
von 2cem der Bilirubinlésung geschieht aus einer Tuberkulinspritze. Der 
darunter liegende Faden wird nun zugezogen. Im Versuch am lebenden 
Darm wird jetzt der Bauch durch eine durch alle Schichten gehende fort- 
laufende Naht verschlossen. Das Tier wird waihrend der Versuchsdauer 
warm gehalten. Im Kontrollversuch wird der Darm vom Mesenterium 
abgetrennt, am Magen und Blinddarm abgeschnitten und in einer feuchten 
Kammer in den Thermostaten bei 38°C gebracht. 


Bei Beendigung des Versuchs kann man sich nach Wiederer6éffnung 
der Bauchhohle leicht von der normalen Zirkulation iiberzeugen. Seltene 
Fille mit schlechter Zirkulation konnten somit von vornherein ausgeschlossen 
werden. Das Tier wird dann auf die schon beschriebene Art getétet und der 
Darm herausgeschnitten. Der noch geschlossene Darm kommt in ein 
Becherglas mit leem n/10 NaOH und etwa 20cem 96°,igem Alkohol. 
Er wird dann darin in kleine Stiickchen zerschnitten. Nach beendigtem 
Zerschneiden wird die tiberstehende Fliissigkeit in einen Literkolben ab- 
gegossen. Nun wird innerhalb von 3 Stunden zuerst in kleineren, dann in 
gréBeren Zeitabstanden der folgende ExtraktionsprozeB verwendet: 1 cem 
n/10 NaOH und 5 bis 10 cem Alkohol werden iiber den Darm gegossen, 
etwas umgeschiittelt, nach einigen Minuten noch etwa 20cem Alkohol 
nachgegossen und dann die ganze tiberstehende Fliissigkeit in dem Kolben 
gesammelt. Solange der Alkohol sich noch sehr stark gelb farbt, etwa die 
drei ersten Male, wird nochmals mit etwa 20 cem Alkohol rasch abgespiilt. 
Nach 3 Stunden wird dann nach zehnmaliger Wiederholung dieses Vorgehens 
der Literkolben bis zur Marke mit Alkohol aufgefiillt, ein Teil seines Inhalts 
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10 Minuten zentrifugiert und dann durch einen Jenaer Glasfiltertiegel 1 G 4 
unter Uberdruck filtriert, womit die Lésung zur spektrophotometrischen 
Bestimmung fertig ist. Diese geschieht in der schon friiher beschriebenen 
Weise (1). Damit ist der gréBte Teil des Bilitubins extrahiert. Unterdessen 
wird der Darm nochmals mit Lauge und Alkohol iibergossen. Diese Ex- 
traktion des letzten Restes geht dann ziemlich langsam vor sich. Nach 
3 bis 5 Stunden wird wiederum abgegossen und nochmals extrahiert. Nach 
im ganzen etwa 20 Stunden wird diese Extraktion endgiiltig beendet. 
Die beiden letzten Fraktionen werden ebenso wie die erste geklart und spektro- 
photometrisch bestimmt. Aus den Tabellen sind die im _ einzelnen 
Versuch benétigten Extraktionszeiten und die Zahl der einzelnen Frak- 
tionen zu ersehen. 

Zu erwahnen ist noch, daf zu den Parallelversuchen stets Ratten 
gleicher Rasse, gleichen Geschlechts und auf 10g gleichen Gewichts ge- 
nommen wurden. 

Versuche. 


Nachdem in vielen Vorversuchen die Methode soweit ausgebildet war, 
daB wir das injizierte Bilirubin in den ausgeschnittenen (toten) Darmen 
voll wiederfanden, machte ich die in der Tabelle I angegebenen Versuche. 
In einen toten und einen lebenden Darm wurde die gleiche Bilirubinmenge 
injiziert und nach 1 Stunde im Inhalt von beiden das injizierte Bilirubin 
wieder bestimmt. So ist in den Kontrollen in Versuch 23 1,64 mg injiziert 
und 1,65 mg wiedergefunden. In Versuch 24 und 25 1,46 bzw. 1,19 mg 
injiziert und 1,43 bzw. 1,29 mg wiedergefunden. In den Kontrollen zeigt 
sich also eine Differenz der injizierten zur wiedergefundenen Menge von 
+ 0,01, 0,03 und + 0,10 mg gleich + 0,6, 2,0 und + 8,4°,. Dieselbe 
Differenz betragt bei den lebenden Darmen 0,15, — 0,07 und + 0,02 mg 
Bilirubin gleich 9, 4,8 und + 1,6°,, der injizierten Menge. 


Tabelle I. 


Versuche mit reinen Bilirubinlésungen?. 





Gefunden 


Ver- Injizierte Gefund Ver- - Differen: 
such Bilirubin. = ae were a... a oan —. ane 
Nr. menge Darm i | “We =m dauer asda a r 
23 1,64 a) 1,65 a) 1,39 1 a) 31, 
b) 0,09 b) 0,10 b) 21 
165 +0,01 +06 1,49 —0,15'—9 
24 1,46 a) 1,41 a) 1,29 1 a) 4 
b) 0,02 b) 0,10 b) 24 
1,43 -—-0,03 — 2,0 1,39 — 0,07 4,8 
25 1.19 | #) 1,26 a)113| 1 | a) 8 
b) 0,03 b) 0,08 b) 20 
1,29 +010 +8,4 1,21 +002 + 1,6 


Es wurde nun daran gedacht, daB in Galle bzw. bei Anwesenheit 
von gallensauren Salzen vielleicht fiir die Resorption von Bilirubin giinstigere 


1 In den Tabellen bezeichnet a), b) und c) die erste, zweite und dritte 
Fraktion bei der Extraktion. 
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Verhaltnisse herrschen. Deshalb sind die in Tabelle II verzeichneten Ver- 
suche mit Ochsengalle bzw. mit Natriumcholat und Natriumtaurocholat 
gemacht. Ein Versuch (Nr. 27) mit 6,3°, Natriumcholat zeigt ein Ver- 
schwinden von 0,43 mg von 1,90 mg injiziertem Bilirubin, d. h. 22,6 %. 
Zu bemerken ist allerdings, daB diese Konzentration des Natriumcholats 
bereits eine Schadigung des Darmes bedeutet, die an einer Stérung der 
Zirkulation kenntlich war. Noch héhere Konzentrationen verursachen 
Darmblutungen. Ebenso habe ich Bedenken gegen Versuch 30 und 31 
in welchen Ochsengalle verwendet ist. Hier wurde — 20 bzw. 10°, der 
injizierten Menge nicht wiedergefunden. Tier Nr. 30 zeigte aber ebenfalls 
schlechte Zirkulation und bei diesen beiden letzten Versuchen bereitete 
Bestimmungsschwierigkeiten, daB in der Galle nicht nur Bilirubin, sondern 
auch Biliverdin vorhanden war. In den Versuchen 34 und 35 mit 2 °,, Natrium- 
cholat bzw. Natriumtaurocholat fehlt 0,07 bzw. 0,04 mg von 1,70 bzw. 
1,32 mg, also 4,1 bzw. 3,1 %. In Versuch 37 mit 2% Natriumcholat 
wurden 1,60 mg injiziert und 1,50 mg wiedergefunden, gleich einer Differenz 
von 0,10 bzw. — 62°). In einem weiteren Versuch mit 4°, Natrium- 
cholat (Versuch 36) wurden 1,38 mg injiziert und 1,40 mg wiedergefunden. 
Die Differenz betragt + 1,4°% . Die Unterschiede sind also in diesen Ver- 
suchen etwa die gleichen wie in denen ohne gallensaure Salze der Tabelle I. 


Tabelle II. 
Versuche mit Ochsengalle, Natriumcholat- und Natriumtaurocholatzusatz. 





Ver- Injizierte ead " ‘Ver- E : At. Differenz 
ny Lisung oy outa y ac inar very o, 
34 2%iges Na-Cholat 1,70 a) 1,61 | 14). | a) 3 
b) 0,02 b) 24 
1,63 — 0,07 — 4,1 
35 2% iges Na-Taurocholat 1,32 | a) 1,26; 14/, | a) 8 
b) 0,02 b) 24 
1,28 —0,04 — 31 
37 2°, iges Na-Cholat 1,60 a) 1,44 2 a) 3 
b) 0,04 b) 7 
c) 0,02 ce) 21 
= — 
1.50 0,10 6,2 
36 4%iges Na-Cholat 1,38 a) 1,34 2 a) 3 
b) 0,06 b) 6 
27 = 6,8 % iges Na-Cholat 1,99 a) 1,47 1 a) 3 
b) 0,03 b) 21 
1,50 — 0,43 — 22,6 
30 Ochsengalle 0,38 0,30 2 3 —0,08 —20 
31 ' G 0,38 0,34 2 3 — 0,04 —10 


Zu den Versuchen 30 bis 37 wurden Parallelen am toten Darm nicht 
gemacht, weil die Extraktionsmethodik bereits vollstandig ausgebildet war. 
Wahrend an den lebenden Darmen demnach auch bei Gegenwart 
von gallensauren Salzen keine deutliche Resorption des Bilirubins zu sehen 
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war und auch ausgeschnittene Darme reine Bilirubinlésungen innerhalb 
von 2 Stunden niemals durchlieBen, fand ich, daB ausgeschnittene Darme 
durch die Gegenwart von gallensauren Salzen fiir Bilirubin permeabel 
werden. Die Versuche sind die folgenden: 

Diinndirme von Ratten, sogleich nach der Tétung, wurden mit 2 cem 
einer etwa 75 mg-°,igen Bilirubinlésung injiziert. Darme mit reiner Bili- 
rubinlésung lassen innerhalb 2 Stunden kein Bilirubin durchtreten. Wird 
das Bilirubin in 6, 4, 2 bzw. 1°, Natriumcholatlésung oder 4, 2 bzw. 1°, 
Natriumtaurocholatlésung gelést injiziert, so zeigt sich im Verlauf von 1 bis 
2 Stunden und dann weiter zunehmend ein Austritt deutlich gefarbter 
Fliissigkeit. In der AuBenfliissigkeit bei den Versuchen mit 6, 4 und 2°, 
Na-Cholat, sowie mit 4°, Na-Taurocholat konnte mittels der Jodprobe 
Bilirubin nachgewiesen werden. Die AuBenfliissigkeit des mit 2 und 1°, 
Taurocholat sowie 1°, Na-Cholat gefiillten Darmes ergab in derselben 
Zeitperiode negative Jodproben. Erst nach etwa 5 Stunden tritt auch die 
reine Bilirubinlésung aus Die AuSenfliissigkeit des mit in 6°,, Na-Cholat 
gelésten Bilirubins gefiillten Darmes, sowie die eines weiteren Versuches 
mit 4°, Na-Cholat ergab neben positiver Jodprobe eine spektrophoto- 
metrische Kurve, die die Gegenwart von Biliverdin neben Bilirubin zeigt. 

Diskussion. 


Die Kontrollversuche am toten Darm zeigen einen Fehler von 
+ 0,6, —2,0 und + 8,4°%,, der als Fehlerbreite der Methodik gelten 
muB. Die Differenzen bei den normalen Darmen sind — 9,0, — 4,8 
und + 1,6°%, bei den reinen Bilirubinlésungen und — 4,1, —- 3,1, 
+. 1,4 und — 6,2 % in den Versuchen mit Cholatlésungen von 2 bis 4%. 
Diese Werte befinden sich also innerhalb der Fehlerbreite, zeigen aber 
mehr negative Tendenz als die Kontrollwerte. Dazu ist folgendes 
zu sagen: Bei den Parallelversuchen am toten und am normalen Darm 
wurde auf absolut gleichmaBige Behandlung der beiden Darme streng 
geachtet. Bei der Aufarbeitung fiel aber auf, daB die Extraktion der 
normalen Darme sich etwas langsamer vollzieht als die der Kontroll- 
dirme. Ganz unabhangig von der Frage wie das zu erklaren sein kénnte, 
ist die Méglichkeit, daB auf diese Weise bei den normalen Darmen 
groBere Verluste eintreten kénnen, nicht von der Hand zu weisen. 
GréBere Differenzen werden dagegen mit 6° Natriumcholat (— 22°,) 
und mit Ochsengalle (— 20 und —-10°,) gefunden. Wir haben aber 
schon oben bemerkt, daB diese drei Versuche deshalb nicht fiir be- 
weisend gehalten werden kénnen, weil eine Schadigung des Darms 
moéglich erscheint und weil im Falle der Ochsengalle Bestimmungs- 
schwierigkeiten durch Biliverdin bestanden. 

Es laBt sich also in dieser Versuchsanordnung ein Beweis fiir eine 
Resorption von Bilirubin nicht erbringen. Dagegen kann man mit 
Sicherheit sagen, daB, abgesehen von den drei letzten Versuchen, 
keinesfalls mehr als 10°, der injizierten Menge von 1 bis 2 mg in 2 ccm 
resorbiert wird. Auch der Zusatz gallensaurer Salze in Konzentrationen 
von 2 bis 4%, andert dieses Ergebnis nicht merklich. 


150 H. Scholderer: Resorption von Bilirubin. 


Dagegen zeigte sich, daB der Zusatz von Natriumcholat und 
Natriumtaurocholat in einer Konzentration von 2°, und dariiber, 
den toten bzw. den iiberlebenden Darm fiir Bilirubin permeabel macht. 
Das beweist an sich nicht, daB auch am lebenden eine derartige Resorp- 
tionsbeeinflussung stattfindet. Die Méglichkeit besteht aber doch, daB 


im lebenden Darm, besonders durch die Wirkung der Cholate, sehr 


geringe Bilirubinmengen resorbiert werden, die dem Nachweis entgehen. 
Um so mehr erscheint der Versuch des Nachweises der Resorption im 
zirkulierenden Blute hoffnungslos, wie in der vorigen Arbeit be- 
sprochen ist. 

Zusammenfassung. 

1. Es wurde der Versuch gemacht, die Resorption von Bilirubin 
durch den Nachweis der Verminderung einer in den Diinndarm von 
Ratten injizierten Bilirubinmenge zu erfassen. Ein Beweis fiir eine 
Resorption von Bilirubin konnte nicht erbracht werden. 

2. Der Zusatz von 2 bis 4° Na-Cholat oder Na-Taurocholat hatte 
keinen Einflu8 auf das Ergebnis. 

3. Die Versuche zeigen, daB eine etwaige Resorption von Bilirubin, 
wenn sie iiberhaupt méglich ist, 10% einer Injektionsmenge von 1 bis 
2 mg in 2 cem innerhalb von 1 bis 2 Stunden nicht tiberschreitet. 

4. Natriumcholat oder Natriumtaurocholat in einer Konzentration 
von mindestens 2°, macht den ausgeschnittenen Rattendiinndarm fiir 
Bilirubin permeabel. 
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Uber die Beeinflussung der Léslichkeit yon Fettsiuren 
in gallensauren Salzen durch Lecithin und Natriumehlorid. 


Von 
Otto Fiirth und Rudolf Scholl. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 4. November 1932.) 


In einer friiheren Untersuchung! haben wir festgestellt, daB das 
Lésungsvermégen der Galle fiir Olivenél sowie auch fiir Olsdure er- 
heblich absinkt, wenn man das in der Galle enthaltene Lecithin durch 
Atherextraktion beseitigt hat. Ein kiinstliches Gemenge von gallen- 
saurem Salz mit Lecithin und (an sich in dieser Hinsicht wenig wirk- 
samem) Mucin konnte unter Umstanden nahezu ebensoviel Olivendél 
und Olsdure lésen wie natiirliche Galle. Wir auBerten dementsprechend 
die Meinung, daB dem Lecithin fiir das Fettlésungsvermdgen der Galle 
eine erhebliche Bedeutung zukomme. Bereits vor mehr als drei Jahr- 
zehnten hatten Moore und Rockwood? die Behauptung aufgestellt, 
daB hohe Fettsiuren in 5%igen Gallensdurelésungen unléslich seien, 
wofern diese nicht mit 1°, Lecithin versetzt wiirden. 

DaB das Lésungsvermégen reiner Gallensdurelésungen fiir Olsdure ein 
an sich geringes ist, geht u. a. aus neuen Untersuchungen von A. v. Kuthy® 
aus dem Laboratorium von F. Verzdr hervor, der gemeinsam mit erst- 
genanntem Autor die Bedeutung der Gallenséuren fiir die Fettresorption, 
wie bekannt, durch zahlreiche wichtige Untersuchungen nach vielen 


Richtungen hin geférdert hat*. ,,Zu 30 cem Phosphatpuffer“, sagt v. Kuthy, 


gab ich 10 mg Olséure in 5°,iger alkalischer Lésung, mischte gut durch, 
so daB eine triibe Emulsion entstand, und lieB n/10 Gallensalzlésung unter 
stindigem Umriihren so lange zuflieBen, bis sich die Lésungen klarten. 


Der Versuch wurde bei 29,5° ausgefiihrt. Zur Lésung von 10 mg Olsaure 


1 O. Fiirth u. R. Scholl, diese Zeitschr. 222, 455, 1930. 

* Moore u. Rockwood, J. of Physiol. 81, 58, 1897; vgl. auch Kalaboukof 
u. Terrvine, C. r. Soe. de Biol. 66, 176, 1909; C. H. Béhringer, D. R.-P. 
Nr. 399148; Chem. Centralbl. 1924, ITT, 1515. 

3 A.v. Kuthy, diese Zeitschr. 244, 310, 1932. 

4 F. Verzadr u. Kuthy, ebenda 205, 369, 1929; 210, 265, 281, 1929; 
225, 267, 1930; 280, 451, 1931; Verzdr, Klin. Wochenschr. 193], S. 1. 
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notige Kubikzentimeter der n/10 Gallensalzlésung: Na-Cholat 2,56, Na- 
Dehydrocholat 1,84, Na-Desoxycholat 4,20, Na-Glykocholat 2,10, Na- 
Taurocholat 2,40 cem‘. Nun entsprechen aber 2,1 cem n/10 Na-Glykocholat 
(Mol.-Gew. 487) 0,1022 g Na-Glykocholat. Zur Lésung von 100 Teilen 
Olsaure (Mol.-Gew. 282) sind demnach 1022 Teile Na-Glykocholat nétig, also 
etwa die zehnfache Menge an Gallensdure; oder: 1 Mol Olsdure erfordert zur 
Lésung 6 Mol. glykochols. Na. (Wieland und Sorge! hatten gefunden, daB 
sich 1 Mol. Fettséure mit 8 Mol. Desoxycholsiure zu Choleinséure ver- 
bindet.) Rechnet man diese Relation auf eine 5°,ige Lésung von gallen- 
saurem Salz um, so ergibt sich, daB 100 ccm einer solchen nur ungefahr 
1/, g Olséure zu lésen imstande waren. 

Wir hatten dagegen gefunden (l.c. 8.445), daB das Lésungs- 
vermoégen einer 5% igen Gallensalzlésung fiir Olivenél durch den Zusatz 
von 0,8°% Lecithin erheblich gesteigert wurde, derart, daB 2,47 ¢g 
Olivenél in 100 cem der Gallensalzlésung gelést wurden. Es entspricht 
dies fiir 1 Mol. Olivenél (als Triolein gerechnet) 3,6 Mol. gallensaurem 
Natron oder fiir 1 Mol. Olsture in Trioleinbindung nur 1,2 Mol. glychol- 


saurem Natron. Verzdr beobachtete bei Darmschlingenversuchen an 


Hunden, daB, damit Fettresorption erfolge, nicht etwa das vorhandene 
Fett ein Vielfaches seiner Menge an Gallensiuren ertordere. Ganz im 
Gegenteil: Es kénnen dreimal soviel Fettsaiuren resorbiert werden, als 
Gallensiure im Darm vorhanden war. Verzdér folgerte daraus, es miiss¢ 
noch irgendein wichtiger Faktor im Spiele sein. Er stellte die Hypothese 
auf, daB die Gallensiuren an den Darmepithelzellen adsorbiert werden 
und daB sich dort die léslichen Fettverbindungen bilden. Liegt nicht der 
Gedanke nahe, daB vielleicht die im Zellinhalt befindlichen Lecithide 
bei der Bildung ebendieser léslichen Fettverbindungen eine Rolle 
spielen kénnten ? 

Kiirzlich hat der eine von uns gemeinsam mit H. Minnibeck? die 
Mengenverhiltnisse von Gallensiuren und Fetten im Darminhalt 
und deren Beziehungen zur Fettresorption eingehend untersucht. 
Bei Ratten, die besonders gut auf die Fettresorption eingestellt scheinen, 
stand bei Speckfiitterung die Cholsiure im Darminhalt so reichlich 
zur Verfiigung, daB die gleichzeitig vorhandene Fettmenge deren 
Quantum nur um das '/,- bis 5fache iibertraf. Da nun die in der Galle 
enthaltenen Sauren unter giinstigen Umstainden* das 2- bis 3fache 
ihres Gewichts an Fett auch in vitro zu lésen vermégen, scheint es 
verstaindlich, daB bei speckgefiitterten Ratten der Darminhalt teilweise 
eine halbfliissige Beschaffenheit annimmt. IJnwieweit sind bei einem 
derartigen Lésungsvorgang die Lecithide des Darminhalts tatsdchlich 
beteiligt ? 


1 Wieland u. Sorge, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 1, 1916. 
2 O. Firth u. H. Minnibeck, diese Zeitschr. 237, 157, 1931. 
3 Vel. Fiirth u. Scholl, |. ce. 8S. 447. 
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Kiirzlich sind nun zwei auf Anregung von Professor F. Verzdar 
ausgefiihrte Arbeiten veréffentlicht worden, welche sich mit der Frage 
der Léslichkeitsbeeinflussung von Fettsdéuren durch Gallensduren bei 
und ohne Anwesenheit von Lecithin befassen. 


E. Szérenyi' hat im Baseler physiologischen Institut in zwei Experi- 
menten einen von uns seinerzeit ausgefiihrten Versuch? wiederholt: 2 g 
Oleinséure wurden mit 100 cem einer 5°,,igen Glykocholatlésung 2 Stunden 
lang geschiittelt. Dann wurde das gleiche Volumen gesattigter Kochsalz- 
lésung hinzugefiigt, die ungeléste Oleinséureschicht im Scheidetrichter 
abgetrennt und aus der wisserigen Schicht die darin geléste Oleinsaiure 
mit Ather und Chloroform extrahiert. Mit dieser Methodik lieB sich keine 
wesentliche Léslichkeitsf6rderung durch Lecithin nachweisen, und Szérenyi 
folgert daraus (S. 180): ,,Lecithin hat keinen EinfluB auf die Léslichkeit der 
Oleinsdure in Lésungen der gepaarten Gallensalze.** 

Herr Professor Verzadr hatte die besondere Liebenswiirdigkeit, uns 
brieflich bereits anfangs Juni 1931 von diesen Versuchen in Kenntnis zu 
setzen. Wir fiihrten daher sogleich einige Kontrollversuche aus (die unten 
folgenden Versuche 1 bis 4), und der eine von uns (Firth) hat dieselben 
Herrn Prof. Verzdr brieflich mitgeteilt (17. Juni 1931). © AnschlieBend 
schrieb er: ,,Der Zusatz des gleichen Volumens geséttigter Kochsalzlésung, 
wie wir ihn in einem Versuch® geiibt haben, ist, nach dem, was wir jetzt 
gesehen haben, unzweckmdafig. Denn wenig Kochsalz kann ungeléste Olsiure 
lésen, viel Kochalz aber bereits klar geléste Olséure wieder entmischen. 
Es wird nach dem, was wir jetzt gesehen haben, viel besser sein, die Trennung 
des Gelésten vom Gelésten mit Hilfe der Zentrifuge zu vollziehen.* 

Wir vermégen also diese Wiederholung einer von uns bei einem friiheren 
Versuch geiibten, spaiter aber von uns selbst verworfenen Methodik nicht als 
beweisend anzusehen. 

Interessant dagegen erscheint die Feststellung Szdérenyis, dap in 
1°iger Gallensalzlésung geléstes Lecithin durch Schleicher -Schiill - Hiilsen 
nicht diffusibel ist. Demgegeniiber méchten wir es aber doch nicht unter- 
lassen, auf einen von uns mitgeteilten Versuch (l.c. S.439b) iiber das 
Eindringen von Jodlecithin in Gelatine hinzuweisen: Jodlecithinemulsion 
wurde geteilt, die eine Halfte mit so viel einer 5° igen Lésung von glykochol- 
saurem Natron versetzt, daB Klarung erfolgte, die andere mit einer 5°,igen 
Kochsalzlésung. Beide Proben wurden in Becherglisern auf Gelatine- 
gallerte geschichtet. Nach 5 Tagen wurde in der Gallerte die Menge ein- 
gedrungenen Jods bestimmt und daraus auf Jodlecithin umgerechnet. 
Es ergab sich, daB in gallensdéurefreie Probe nur 0,0010 Jodlecithin, in die 
andere dagegen 0,0634, also die 63fache Menge eingedrungen war. Es 
scheint also ein Unterschied zwischen der Diffusion derartiger fettiger 
Substanzen in Gelatine einerseits, durch Schleicher-Schiill-Hiilsen anderer- 
seits zu bestehen. 

Die andere, das uns interessierende Problem behandelnde Arbeit hat 
Alexander Miiller* (Ungar. Biol. Forsch. Inst. Tihany) zum Verfasser. 
Wir entnehmen dieser Arbeit folgendes: 


1 E. Sz6renyi, diese Zeitschr. 249, 183, 1932. 
2 Fiirth u. R. Scholl, ebenda 222, 445, 1930. 
Ebenda 222, 445, 1931, Versuch 3. 

A. Miller, diese Zeitschr. 249, 189, 1932. 
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a) Es wurde unsere oben erwahnte Feststellung bestatigt, daB Olsaure, 
die in glykocholsaurem Natron klar gelést worden war, durch den Zusatz 
des gleichen Volumens gesdttigter Kochsalzlésung ausgesalzen wird. Anderer- 
seits kann eine triibe Olséureemulsion durch den Zusatz von wenig Kochsalz 
geklart werden. 

b) Wir hatten gefunden (l.c. 8.445, Nr. 4), daB 100cem 5° iger 
Glykocholatlésung die 0,8°, Lecithin gelést enthielt, tiberraschend viel 
(4,5 g) Olséure zu lésen vermag. Der Autor dagegen schreibt, daB er diesen 
Versuch nicht zu reproduzieren vermochte. 

c) Wurden Emulsionen von Olséure in Gallensalzlésungen nicht mit 
Kochsalz behandelt, so lieBen sich die von Fiirth und Scholl angegebenen 
hohen Lésungswerte (2,5 und 2,8°, Olséure) erreichen. Wurden triibe 
Lésungen durch Zusatz von wenig Kochsalz (5 ccm ges. NaCl-Lésung auf 
100 cem der Glykocholatlésung) geklart, so konnten sogar 3,8°,, Olsiure 
gelést werden. ,,Stellt man‘“‘, so heiBt es weiter, ,,die Lésungen mit Zusatz 
von 0,8", Lecithin her, so sind die nach dem Schiitteln erhaltenen Emulsionen 
etwas klarer. Wahrend man ohne Lecithin 2,5°,, Olséure in Lésung findet, 
steigt dieser Wert mit Lecithin auf 2,6 bis 3,3°,.‘ 

d) Diffusionsversuche durch Schleicher-Schiill-Hiilsen zeigten, daB von 
2,5 bis 2,8°,, geléster Olsdéure nur ein Bruchteil diffusibel sei. ,,Es scheint, 
daB das Lecithin zwar den Dispersitdtsgrad, aber nicht die Diffusibilitdat 
beeinfluBt.** 

Demgegeniiber miissen wir betonen, daB wir (Firth und Scholl, 
l.c. 8. 438—442) in zahlreichen Versuchen beobachtet haben, dab 
lipoidlésliche Substanzen der verschiedensten Art (wie Sajodin, das 
bereits erwahnte Jodlecithin, Lecithin, Cholesterin, Fettsauren und 
Fette) in Gelatine, Agaragar, ebenso wie auch in Filtrierpapier und in 
porésen Tonplatten in Gegenwart von gallensauren Salzen viel leichter 
und schneller einzudringen vermochten als bei Abwesenheit derselben. 
Als ausreichende Erklarung fiir diese Tatsache erschien uns der Umstand, 
daB Gallensauren lipoidlésliche Substanzen in mehr oder minder hohem 
Grade in einen wasserldéslichen Zustand iiberfiihren. Stets aber hatten 
wir den bestimmten Eindruck. eines gewissen Parallelismus zwischen 
Dispersitatsgrad und Diffusibilitat. Wenn nun A. Miiller bei seinen 
Versuchen mit Schleicher-Schiill-Hiilsen einen derartigen Parallelismus 
vermiBt, so kénnte dies durch die Natur seiner Diffusionshiilsen bedingt 
sein, und scheint es eben, daB fiir die Diffusion in Gallerten, welche wohl 
dem Ideal eines Zellmodells immerhin naher kommen, andere Ver- 
haltnisse gelten dirften?. 

Eigene Versuche. 
1. Versuch. 


100 cem 5°, iger Natriumtaurocholatlésung wurden mit 0,8 g Lecithin 
(ex ovo Merck) in folgender Weise versetzt: Diese Lecithinmenge wurde 


1 Wir méchten es nicht unterlassen, auf eine neue Abhandlung von 
H. Wendt aus der Breslauer Medizinischen Klinik (Ergebn. d. inn. Med. 
u. Kinderheilkde. 42, 213, 1932) hinzuweisen, in der die Rolle der Galle 
und des Lecithins bei der Fettresorption im Darm erértert wird. 
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in 10cem Alkohol unter Erwaérmen gelést und die Lésung in 100 cem der 
5° ig. siedenden Gallensalzlésung in kleinen Portionen eingegossen, wobei 
ein groBer Teil des Alkohols schnell verdampfte. Um den Rest des Alkohols 
vollig zu beseitigen', wurde die Lésung in einem Becherglas fiir !/, Stunde 
in ein lebhaft siedendes Wasserbad eingesenkt (nicht aufgesetzt). Es resul- 
tierte so eine klare Lecithinlésung*. Nunmehr wurden 2 g Olsdure (Merck) 
zugesetzt und das Gemenge 2 Stunden lang in einem Schiittelapparat 
geschiittelt: klare Lésung. Es wurden nunmehr weitere 2 g Olsdure zugesetzt 
und wiederum geschiittelt. _Nunmehr erfolgte keine klare Lésung der 
Olsiure mehr, vielmehr resultierte eine triibe Emulsion. 

Parallelversuch: 100cem 5°,ig. Na-Taurocholatlésung, aber ohne 
Lecithinzusatz 2 Stunden mit 2 g Olsaure geschiittelt: triibe Emulsion. 

Unerwarteterweise erfolgt véllige Klarung bei Zusatz des gleichen 
Volumens einer gesattigten Kochsalzlésung. 


Die lecithinhaltige Gallensalzlésung erwies sich also der lecithinfreien 
in ihrem Lésungsvermégen gegeniiber Olsdure ganz entschieden iiberlegen. 


2. Versuch. 


100 cem 5°,iger Na-Glykocholatlésung 
mit Zusatz von 0,8°,, Lecithin ohne Lecithinzusatz 
Beide Proben mit je 2,2 cem (= 2 g) Olsaéure, 2 Stunden geschiittelt: 
fast véllige Lésung (nur eine feine Emulsion, 
staubférmige Triibung bleibt zuriick), 
weiterer Zusatz von 2g Olséure 1 Stunde: 
Emulsion. Emulsion. 

Beide Emulsionen in GefiBen von gleichen Dimensionen zentrifugiert. 
An der Oberflache beider sammelt sich eine élige Schicht tiber einer milchigen 
Fliissigkeit : 
édlige Schicht von 3mm Dicke, élige Schicht von 6mm Dicke. 
die darunter befindliche Fliissigkeit 
zeigt bei Zusatz von 3 ccm gesattigter 
NaCl-Lésung vdollige Klarung, bei 
7ceem leichte Triibung, bei 12 cem 
dichte Triibung (Aussalzung). 


Auch hier zeigte sich die Uberlegenheit der lecithinhaltigen Gallensalz- 
lésung. Auch hier trat die sonderbare Erscheinung zutage, daB das 
Lésungsvermégen durch Zusatz einer noch nicht aussalzend wirkenden 
Kochsalzmenge gesteigert worden war. 

1 Um uns zu vergewissern, ob nicht vielleicht in der Fliissigkeit die 
nach Lecithinzusatz zuriickgebliebenen Alkoholreste (vielleicht kénnte 
Lecithin auch in der Siedehitze ein wenig Alkohol zuriickhalten) den Versuch 
stéren und an sich Olséure zu lésen vermégen, wurden 100 cem 5 ig: 
Alkohol mit 2 g Olsaure geschiittelt. Es erfolgte aber keine Klarung, vielmehr 
schwamm die Olsaure in groBen Tropfen auf der triiben Fliissigkeit. Lecithin 
allein bei Abwesenheit von gallensaurem Salz lést auch nicht. 

2 Eine derartige Lecithinlésung besitzt einen hohen Grad von Stabilitat; 
wird sie am Wasserbad abgedampft, so bleibt ein schmieriger Riickstand 
zuriick, der sich ohne weiteres in kaltem Wasser wieder lst. 
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3. Versuch. 

Lésende Wirkung von Kochsalz auf eine Emulsion von Olsdure in gallen- 
sauren Salzen. 

100 cem Na-Glykocholat 5° 5, wurden mit 2 g Olsiure 1 Stunde lang 
geschiittelt. Dichte Emulsion. Davon 20 ccm mit kaltgesattigter Kochsalz- 
lésung versetzt. Im ganzen zugesetzt: 

leem ges. NaCl-Lésung: keine Klairung 


a » NaCl- ‘ o> ve 

> ‘ea » mel. a merkliche Klérung 

es » NaCl- ws klare Lésung 

7 =e .s beginnende Triibung 

36 » NaCl- a dichte Emulsion (Aussalzung) 


4. Versuch. 


Stufenweiser Zusatz von Olséure zu 100 cem 5° ig. Na-Glykocholatlésung 


mit Zusatz von 0,8°, Lecithin ohne Lecithinzusatz 
Beide Proben mit 0,5 g Olséure '/, Stunde geschiittelt. 
fast klare, wenig opaleszente Lésung starke Triibung 
dasselbe, dazu 0,5 g Olsaure : w ~ 
s » VeL os ‘. 9 
% » 052 99 9 9 
Triibung, ., 0,5g “ ” ve 


Die lecithinhaltige Probe hatte also im ganzen 2 g Olsdure glatt gelést, 
wiihrend die lecithinfreie Probe nicht einmal imstande war, '/,g Olsdéure 
klar zu lésen. 

Von beiden getriibten Proben, der lecithinhaltigen und der lecithin- 
freien, wurden je 20 ccm mit abgemessenen Mengen gesittigter Kochsalz- 
lésung versetzt. Nach Zusatz von 5 ccm davon vollkommene Kldrung. 
Nach weiterem Zusatz von 15 ccm gesiattigter NaCl-Lésung in beiden 
Proben Aussalzung. 

5. Versuch. 

Je 5g Na-Glykocholat wurden gelést: a) in 100 ccm Wasser, b) in 
100 cem NaC, 0,9 Yor c)in 100 cem Lecithinlésung, 0,8 °,. Alle drei Lésungen 
wurden mit je 2 g Olséure 2 Stunden lang geschiittelt. a) war triib, aber 
sowohl b) als c) waren fast klar. 

Der Zusatz des Kochsalzes erwies sich also in bezug auf sein Lésungs- 
vermogen fiir Olsdure etwa ebenso wirksam wie der Lecithinzusatz. 


6. Versuch. 


Analog wie Versuch 5, jedoch statt mit 2g Olsiure, mit 4g Olsaure 
2 Stunden geschiittelt: a) enthielt eine sehr triibe Emulsion, b) und c) 
erschienen dagegen ziemlich aufgehellt. Die Proben wurden zunichst 
72 Stunden lang bei Zimmertemperatur sich selbst tiberlassen und dann erst 
zentrifugiert. Die iiberstehende Olschicht wurde abgehoben; die unter- 
stehende wisserige Schicht wurde nach Ansiéuern mit Schwefelsiure mit 
Ather ausgeschiittelt, die Atherlésung eingedampft, getrocknet und ge- 
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wogen. a) ergab 1,98 ¢g (also war auch ohne Lecithinsatz viel Olsiure in 
Lésung gegangen); b) ergab 3,31 g; c) 4,25 g, wovon 0,8 g Lecithin in Abzug 
zu bringen sind, so daB 3,45 g verblieben. 

Der Zusatz von NaCl 0,9%, hatte also hier den gleichen lisenden 
Effekt geiibt wie der Zusatz von Lecithin 0,8%,. 


7. Versuch. 
Lecithin aus Gehirn. 

Es sollte festgestellt werden, ob auch Lecithin aus Gehirn den 
gleichen lésenden Effekt entfaltet wie Lecithin aus Eiern. 5 g glykochol- 
saures Natron (Merck) wurden in 100 ccm Wasser gelést. 0,8 g Lecithin 
aus Gehirn (Promonta) wurden in wenig Alkohol gelést, in die siedende 
Glykocholatlésung eingegossen und diese zur Vertreibung des Alkohols 
1/, Stunde im siedenden Wasserbad erhitzt. Die klare Lésung wurde 
2 Stunden lang mit 2 g Olsdure geschiittelt. Es bestand nunmehr eine 
geringe Triibung. Es wurde weiterhin noch 1g Olsiure zugesetzt 
und wieder geschiittelt: Nunmehr blieb eine dichte Triibung bestehen. 
Es wurde im Scheidetrichter absitzen gelassen, die auf der Oberfliche 
angesammelte Olschicht wurde getrocknet und wog nur 0,2 g; es waren 
also 2,8 g Olsiure in der nunmehr leicht getriibten wasserigen Schicht 
festgehalten worden. 

8. Versuch. 
Lecithin aus Leber. 

Der gleiche Versuch wie 7 mit Lecithin aus Leber (Promonta) ausgefiihrt, 
ergab eine Lésung von 3,1 g Olséure in 100 cem der 5°,igen Glykocholat- 
lésung. 

9. Versuch. 
Lein6lsaure. 

In 100cem einer 5°%igen Natriumglykocholatlésung wurden 0,8 g 
Lecithin ex ovo (Merck) klar gelést. In diese Lésung wurden 2 g Leindl- 
sdure (Kahlbaum) portionsweise unter andauerndem Schiitteln eingetragen, 
1,5 g davon wurden klar gelést, 2,0 g gaben bereits eine triibe Emulsion. 


10. Versuch. 


Léslichkeit von Olsaure bei Gegenwart von 6lsaurem Natron. 


on) 


Zu 100 cem einer klaren 5° igen Natriumglykocholatlésung mit einem 
Gehalt von 0,8°, Lecithin wurde eine milchige Emulsion aus 2 g Olsaure 
+ 1g élsaures Na in 50cem Wasser portionenweise (in Portionen zu 10ccem) 
unter Schiitteln zugesetzt. Nach Zusatz der Halfte der Emulsion war das 
Gemenge noch ganz klar; bei weiterem Zusatz verblieb eine ganz geringe 
Triibung; erst nach Zusatz der letzten Portion war eine starke Triibung 
vorhanden. 


Durch Zusatz von élsaurem Natron war also die Léslichkeit der Ol- 
sdure nicht erhéht worden. Auch durch weiteren Zusatz von Wotte- 
Pepton (1%) erfuhr die Léslichkeit keinerlei Erhéhung. 


158 O. Firth u. R. Scholl: 


11. Versuch. 


Oliven6l. 
Zu 100 cem einer 5° igen Natriumglykocholatlésung, die 0,8 °,, Lecithin 
klar gelést enthielt, wurde Olivendl portionenweise unter Schiitteln zugesetzt. 
Nach Zusatz von 4 ccm des Ols erschien die Fliissigkeit erst leicht getriibt, 
nach Zusatz von 6 cem des Ols war eine starke getriibte Lésung vorhanden. 
Auch hier vermochte Zusatz von 1g élsauren Natrons oder von 1 q Witte- 


Pepton die Léslichkeit nicht zu erhdéhen. 
12. Versuch. 
Olivenél + Olsaure. 

100 cem einer 5°?,igen Natriumglykocholatlésung, die 0,8°,, Lecithin 
gelést enthielt, ergaben beim Schiitteln mit 2 g Olséure eine bereits getriibte 
Lésung. Bei weiterem Zusatz von 1 cem Olivendél resultierte eine dicke 
Emulsion. Die mit Olsdure bereits gesdttigte Gallensalzlésung vermochte also 
kein Olivenél mehr aufzunehmen. 


13. Versuch. 
Lésung von Olséure in Gallensalzlésung in Gegenwart von 
Lecithin + Kochsalz. 

Es wurden vier Proben angesetzt, von denen eine jede 100 ccm Na- 
Glykocholat, 5°,, und 2,2 cem (2g) Olsiéure enthielt. Uberdies enthielt 
a) keinen Zusatz, b) 0,9°, NaCl, c) 1,15°, KCl, d) 0,9°, NaCl + 0,8°, 
Lecithin. 

Alle vier Proben wurden 2 Stunden lang geschiittelt. Nach Ablauf 
dieser Zeit enthielt a) eine dicke Emulsion, b) war getriibt, aber weit weniger 
als a), c) desgleichen. Dagegen erschien d) ganz klar. - 

Die Probe d) wurde nun weiterhin mit Portionen zu je 0,5 g Olséure 
versetzt und weiter geschiittelt: 4,5 g Olsdure wurden noch klar gelést, und 
erst 5g Olséiure gaben Triibung. 

100 com einer 5%igen Gallensalzlésung vermochten also bei gleich- 
zeitiger Gegenwart von 0,8°%, Lecithin und 0,9°%, Kochsalz 4,5 g Olsdure 
klar zu lésen. Unter diesen zweifach giinstigen Bedingungen braucht, 
wie eine einfache Umrechnung lehrt, J Mol. Olsdure nur etwa 0,6 Mol. 
Gallensdure zur klaren Lésung. Aus A. v. Kuthys (|. c.) sorgfaltigen 
Versuchen haben wir aber oben ersehen, daB bei Abwesenheit dieser 
lésungsférdernden Faktoren J Mol. Olsdure zu seiner Lésung etwa 
6 Mol. glykocholsaures Natron, also ungefihr die zehnfache Menge 
erfordert. 

14, Versuch. 
Wirkung verschiedener Anionen. 

Sechs Proben zu je 100 cem glykocholsauren Natrons 5 °,, und 2,0 g Ol- 
siure, dazu a) kein Zusatz, b) 0,8 °,, Lecithin, c) 0,9°, NaCl, d) 1,15°, KCl, 
e) 1,30°, NaNO, und f) 1,94°, Na,SO,. Nach zweistiindigem Schiitteln 
war a) sehr triib, b) etwas getriibt, aber viel weniger als a), c) und d) ganz 
klar, e) etwas getriibt und f) ganz klar. Da die Reihenfolge der hier ver- 
glichenen Anionen in der Hofmeisterschen Reihe (quellend...NO,; > Cl 
> SO,... entquellend) lautet, scheint diese GesetzmaBigkeit hier nicht 
entscheidend zu sein. 
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Zusammenfassung. 


Das Lésungsvermégen von Gallensalzlésungen fiir Olsiure oder 
Leinélsiure hat sowohl durch einen Zusatz von Lecithin (aus Eiern, 
Gehirn oder Leber), ebenso wie auch durch einen Zusatz von wenig 
Kochsalz, Kaliumchlorid oder Natriumsulfat eine erhebliche Steigerung 
erfahren. Ein Zusatz von viel Kochsalz dagegen wirkte entmischend 
und aussalzend. 1l00ccm einer 5%igen Natriumglykocholatlésung 
vermochten bei gleichzeitiger Anwesenheit von 0,8 °, Lecithin und von 
0,9°% Kochsalz 4"/, g Olsiure klar zu lésen. Es liegt nahe, anzunehmen, 
daB die Anwesenheit sowohl von Lecithin wie von Kochsalz in der Galle 
an dem Lésungsvermégen derselben fiir hohe Fettsiuren wesentlich 
beteiligt sein diirfte. 





Uber die Gallensauren in den Fazes und deren Beziehung 
zur Fettresorption bei Kindern. 


Von 
Harald Minnibeck. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 4. November 1932.) 


I. Einleitung. 


Das Vorkommen von Gallensiuren und ihre Beziehung zur Fett- 
resorption im Darminhalt hat mich veranlaBt, auch der Ausscheidung 
dieser Stoffe meine Aufmerksamkeit zuzuwenden. Nach Rosenthal? 
erscheint folgendes als sichergestellt: ,,Ein Teil der in den Darm er- 
gossenen Gallensiuren verlaBt unverandert mit dem Kot den Darm. 
Ein anderer Teil wird von der Darmschleimhaut wieder aufgenommen, 
von der Leber abgefangen und dann von neuem in die Gallenwege 
entlassen. Es erscheinen daher die Gallensiuren keineswegs als wertlose 
Schlackenstoffe.“* Die Resorption der Gallensauren erfolgt zum gréBten 
Teil im Diinndarm, wie dies auch aus Untersuchungen hervorgeht, 
die ich gemeinsam mit Otto Fiirth? ausgefiihrt habe. Durch Abbinden 
des Diinndarms von Katzen in vier Viertel und durch getrennte Unter- 
suchung des Inhalts derselben konnte eine betrichtliche Abnahme des 
Gehalts an Gallensiuren gegen das Ende des Diinndarms zu festgestellt 
werden. Untersuchungen des Dickdarminhaltes lieferten nur mehr 
aiuBerst geringe Mengen von Gallensduren, die mit unserer damaligen 
Methode nicht bestimmbar waren. Es schien daher von Wichtigkeit, 
auch die Untersuchung der Fazes in die Frage der Fett- und Gallensdure- 
resorption einzubeziehen. Bei der Untersuchung des Diinndarminhaltes 
bei Kindern hat es sich herausgestellt, daB bei ihnen die Einstellung 


1 Rosenthal, Wislicki u. Pomernelle, Arch. f. exper. Pathol. 122, 159, 
1927. 
2 Otto Fiirth u. H. Minnibeck, diese Zeitschr. 287, 139, 1931. 
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auf Fettresorption eine relativ ungiinstige ist!. Vielleicht hangt damit 
auch die Empfindlichkeit gegen einen zu hohen Fettgehalt der Nahrung 
zusammen, wie sie besonders Saéuglingen zu eigen ist, ohne daB es 
deswegen zu ernsteren Allgemeinstérungen kommen mu. Ich habe 
besonders die Ausscheidung von Fett und Gallenséuren zu untersuchen 
getrachtet, wie ich sie bei Sauglingen antraf, zog aber auch die Unter- 
suchung von Fazes gréBerer Kinder in den Kreis meiner Betrachtungen. 
Normale Sauglingsstiihle enthalten sowohl] Neutralfett wie Fettsauren 
und Seifen, wahrend Stiihle von Erwachsenen hauptsachlich Fettseifen 
enthalten. Bei Darmstérungen treten bei Sauglingen gréBere Mengen 
von Neutralfett in den Fazes auf. In schweren Fallen steigert sich der 
Fettgehalt von Sauglingsstiihlen auf iiber 40° der Trockensubstanz, 
waihrend der normale Fettgehalt etwa 10 bis 25°% betragt?. 

Eine zweite Frage, welche sich bei der Untersuchung der Fazes 
auf Gallensiuren und Fett ergibt, erfordert Untersuchungen iiber die 
W iderstandsfahigkeit der Gallensdiuren gegen Fermente und Stuhlbakterien. 


Die Frage, ob es innerhalb des physiologischen Zeitraumes, den der 
Stuhl braucht, um den Dickdarm zu passieren, zur bakteriellen Zersetzung 
kommt, scheint umstritten. Jedenfalls erfolgt keine Zersetzung auf fermen- 
tativem Wege, wie dies Rosenthal und von Falkenhausen® gezeigt haben. 
Rosenthal, Wislicky und Pomernelle* nehmen an, daB die Gallensiure 
im Darmlumen schon nach 24 Stunden zum Teil der bakteriellen Zerstérung 
anheimfallen. Nach Exner und Heirowsky® erfolgt eine Zersetzung erst 
nach vieltaégiger Bebriitung einer mit Gallenséiure versetzten Bakterien- 
kultur. 1. Jenke® hat Peptonkulturen von Stuhlbakterien mit Natrium- 
cholatlésung durch 8 Tage im Brutschrank belassen und fand keine Abnahme 
der Gallenséurekonzentration. Auch Nakagawa’ konnte eine Abnahme 
zugesetzter Gallensiuremengen zu Stuhlbakterienkulturen erst nach 
14 Tagen bis 3 Wochen in gréBerem Umfang feststellen. Er bediente sich 
hierbei einer quantitativen kolorimetrischen Methode, welche auf der 
Pettenkoferschen Reaktion beruht. Dies ist von Wichtigkeit, da diese 
Reaktion an das unveranderte Cholséuremolekiil gebunden ist. 


Ich habe mich iiber die Frage zu orientieren gesucht, ob unter 
physiologischen Verhaltnissen anzunehmen ist, daB die Cholsdure als 
solche unverdndert den Darm passiert, soweit sie nicht resorbiert wird. 
Von geringerem klinischem Interesse ist die Abspaltung des Glykokolls 


1 Vgl. diesbeziiglich O. Firth u. H. Minibeck, diese Zeitschr. 237, 
139, 1931. 

2 Schmidt-Strassburger, Fazes des Menschen, 8. 110, 1905, 2. Auflage. 

3 Rosenthal u. v. Falkenhausen, Klin. Wochenschr. Jahrg. 2, Nr. 24 
und 32. 

4 Rosenthal, Wislicki u. Pomernelle, Arch. f. exper. Pathol. 122, 179, 
1927. 

5 Exner u. Heirowsky, Arch. f. klin. Chirurg. B. 86, 1908. 

6 M.Jenke, Arch. f. exper. Pathol. 1638, 191, 1932. 

7 Nakagawa u. Mikami, J. of Biochem., Tokio 14, 494, Nr. 3. 
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und des Taurins durch die Bakterienflora des Dickdarms. Meine vor- 
liegenden Untersuchungen wenden sich daher der Frage zu, inwieweit 
die Gallensiuren Widerstandskraft gegen bakterielle Zersetzung zeigen ; 
andererseits suchte ich die Verhaltnisse der Gallensiuren der Fett- 
ausscheidung in Sauglings- und Kinderstiihlen durch eine gréBere 
Anzahl von Untersuchungen festzustellen. 


II. Methodik. 


Uber die verschiedenartigen Wege der quantitativen Bestimmung der 
Gallensduren im Darminhalt sei hier nur das zusammengefaBt, was fiir die 
Bestimmung derselben in Fazes Interesse besitzt. Die meisten Methoden 
zur Erfassung der Gallenséiuren leiden an dem Fehler, daB sie nur fiir be- 
stimmte Verhaltnisse anwendbar sind. Dies gilt z. B. fiir alle jene Ver- 
fahren, welche darauf beruhen, da die Aminogruppen des Glykokolls 
oder Taurins bestimmt werden. Dasselbe gilt von den stalagmometrischen 
und gravimetrischen Verfahren, bei welchen letzteren besonders Lipoid- 
verunreinigungen stéren. Von Hoppe-Seyler riihrt der Vorschlag her, die 
Gallensiiuren in den Fazes polarimetrisch zu bestimmen. In neuerer Zeit 
sind Versuche gemacht worden, durch eine Reinigung mit Wasserstoff- 
superoxyd, die von Jenke! angegebene polarimetrische Methode zu ver- 
bessern, wobei eine Atherextraktion umgangen wurde?. Diese Methode 
sollte angeblich fiir alle Organe und Fliissigkeiten anwendbar sein. Jenke® 
betont jedoch ausdriicklich, daB dies keineswegs der Fall ist und daB die 
Methode nur in einer Konzentration von 0,1 bis 0,2 °, entsprechende 
Resultate liefere. Es scheint daher auch die polarimetrische Methode 
fiir meine Zwecke nicht besonders geeignet. Ahnlich wie im Duodenal- 
inhalt ware es daher auch fiir die Untersuchungen an Fazes wiinschenswert, 
auf kolorimetrischem Wege die Gallenséiuren zu bestimmen. Im Duodenal- 
inhalt leistet die Methode von Chiray und Cuny* gute Dienste. Ich gebe 
ihre Ausfiihrung hier an: Zu 2cem Duodenalsaft kommen 0,5 ecm einer 
25° igen Bleiacetatlésung und 7,5cem 95°,igen Alkohols. Man mischt 
und filtriert durch eine trockenes Filterchen. Zu 1 cem des Filtrats kommen 
0.5cem 1°, iger absolut alkoholischer Furfurollésung, ferner 3'/, cem 
konzentrierter Phosphorséure (D. 1,71 bis 1,75). Man bereitet ferner fiint 
Standardlésungen zu 0,2, 0,1, 0,05, 0,025und 0,0125 °, Cholsaure in 80° ,igem 
Alkohol. Zu je 1 cem dieser fiinf Standardlésungen kommen die gleichen 
Reagenzien wie zu dem Filtrat. Man mischt durch Schiitteln, taucht alle 
Réhrchen in einem Korbe gleichzeitig fiir 5 Minuten in siedendes Wasser 
und dann fiir 5 Minuten in kaltes Wasser. Dann fiigt man 5 ccm Eisessig 
hinzu und mischt durch wiederholtes Umschiitteln in ein anderes Réhrchen. 
Dann vergleicht man die Farben im Kolorimeter, und zwar mit jener 
Standardlésung, welche in ihrer Farbungsintensitat der zu bestimmenden 
Probe am niéchsten steht. Ich hatte bereits friiher® Gelegenheit, durch 


1 M.Jenke, Ronas Ber. 47, 95. 

2 Rosenthal, Naunyn Schmiedebergs Arch. 157, 165—177 1930. 

3 M. Jenke, Naunyn Schmiedebergs Arch. 159, 180 — 182, 1931; Ronas 
Ber. 62, 492. 

4M. Chiray u. L. Cuny, J. de Pharm. et de Chim. 121, 8. Serie, 9, 205, 
250, 1929; L. Cuny, Bull. Soc. de Chim. Biol. 12, 1298, 1930. 

5 Otto Fiirth u. H. Minibeck, diese Zeitschr. 237, 139, 1931. 
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Kontroll- und Zusatzversuche mich von der Genauigkeit dieser Methode zu 
iiberzeugen. Mit ihrer Hilfe konnte ich ohne Schwierigkeiten das Verhalten der 
Stuhlbakterien gegen Gallensiuren durch mehrere Tage hindurch vertolgen, 
stie jedoch bei der Bestimmung in Fazes auf Schwierigkeiten. Das nach 
Chiray und Cuny durch Zusatz von 25° iger Bleiacetatlésung und 96° ,igem 
Alkohol gewonnene Filtrat war durch die Farbstoffe des Stuhles braun 
gefarbt. Eine Ausfiihrung der Farbreaktion erwies sich als unmdglich, 
auch nach Entfarbung mit Tierkohle. Ich habe daher die urspriingliche 
Methode modifiziert: 20g Stuhl wurden mit 96°,jigem Alkohol (50 bis 
60 ccm) zu einem Brei zerteilt und aufgekocht. Durch Zugabe von 96 ’,igem 
Alkohol wurde auf 100 ccm aufgefiillt und durch ein trockenes Faltenfilter 
filtriert. Etwa 60 cem Filtrat wurden mit zwei Messerspitzen Permanganat- 
kristallen in einer verschlossenen Flasche durch etwa 10 Minuten geschiittelt, 
dann durch ein Faltenfilter filtriert. Dieses Filtrat erscheint vollstandig 
klar und ungefarbt. Ein aliquoter Teil (etwa 40 cem) wurde zur Trockne 
eingedampft ; es wurden nun 10 cem 5° igen Sublimat-Alkohols hinzugefiigt. 
Man erwirmt neuerlich etwas, kiihlt ab und filtriert. 8 cem Filtrat werden 
mit | bis 2cem Ajeldahl-Lauge versetzt. Der hierbei entstandene gelbe 
Niederschlag wird abfiltriert. Das Filtrat wird nunmehr zur kolorimetrischen 
Bestimmung nach Chiray und Cuny verwendet und durch eine entsprechende 
Umrechnung die Cholsiuremenge im Stuhl berechnet. Auch die so modi- 
fizierte Methode liefert, wie wir durch Zusatzversuche (s. unten) feststellen 
konnten, richtige Resultate und konnte zur Bestimmung der Gallensiure- 
mengen in den Fazes von Séuglingen bei Vorhandensein gréSerer Mengen 
herangezogen werden. 

Bei Vorhandensein kleinerer Mengen und in allen jenen Fallen, wo trotz 
aller Reinigungsversuche stérende Verfaérbungen auftraten, muBte ich mich 
einer zweiten Methode bedienen, welche von Giordano, Cesare und Carlo 
Levy} angegeben worden ist (eine ahnliche Methode stammt von Rawhe?*): 
lg Fazes wird mit 30cem 95°,igem Alkohol unter RiickfluBkiihlung 
kochend extrahiert. Dann wird durch ein trockenes Faltenfilter filtriert. 
Das Filtrat wird eingedampft, der trockene Riickstand zuerst zur Be- 
seitigung des Cholesterins mit Ather behandelt, der Ather in einen Scheide- 
trichter gegossen. Jener Teil des eingedampften Filtrats, der sich nicht 
in Ather lést, wird in destilliertem Wasser aufgenommen und zu dem 
Atherextrakt im Scheidetrichter hinzugefiigt. Hierauf trennt man die 
wisserige Lésung von dem obenstehenden Ather. Ich konnte mich durch 
entsprechende Proben hierbei tiberzeugen, daB so das Cholesterin aus der 
wiasserigen Lésung entfernt wird. Die wasserige Lésung wird filtriert. 
Dann kommen zwei Messerspitzen Bleiacetat und einige Tropfen Am- 
moniak hinzu. Der die Gallenséure enthaltende Niederschlag wird ab- 
filtriert, mit Wasser nachgewaschen und mit 95°, igem Alkohol unter Riick- 
fluBktihlung kochend extrahiert. Der gallenséurehaltige alkoholische Auszug 
wird mit einigen Tropfen 10°,iger Natronlauge versetzt und zur Trockne 
eingedampft. Der Trockenriickstand wird in absolutem Alkohol auf- 
genommen, in ein anderes GefaiB iibertragen, filtriert und noch einmal 
eingedampft. Man nimmt nunmehr diesen, die Gallenséiuren enthaltenden 


1 Giordano, Cesare u. Carlo Levy, Studii sugh acidi biliari, I. Metodi 
di ricercha nei liquidi organici, osservazione eritiche e metodo personale. 
Arch. Sci. med. 54, 1929; Ronas Ber. 55, 630, 1930. 


2 Rauhe. Zeitschr. f. klin. Med. 102, 79, 1926. 
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Riickstand in 10 cem konz. Schwefelsiure auf und 1aBt durch 24 Stunden 
stehen, wobei sich eine fiir die Gallenséuren charakteristische Flworeszenz 
entwickelt. Dann bestimmt man durch fortschreitende Verdiinnung die 
Grenze der eben noch sichtbaren Fluoreszenz. Eine Standardlésung, die man 
sich bei jeder Untersuchung herstellt und welche 0,01 g Cholsaure in 10 cem 
konzentrierter Schwefelsiure enthalt, wird gleichfalls fortschreitend ver- 
diinnt. Durch Vergleich beider Verdiinnungsreihen bestimmt man den 
Gallensauregehalt des Ausgangsmaterials. Die Methode ist auBerst empfind- 
lich. Noch mit 0,039 mg entsteht eine wahrnehmbare Fluoreszenz. Ich 
konnte mit Hilfe dieser Methode in allen jenen Fallen, wo die kolorimetrische 
Methode versagte, noch zu einer ausreichenden Schatzung der Gallensaéuren 
gelangen. Da Cholesterin als Fehlerquelie in Betracht kommt, iiberzeugte 
ich mich wiederholt, daB dasselbe durch die Atherextraktion vollstandig 
entfernt worden ist. 


Zusatzversuche mit cholsaurem Natron zu Fdzes. 

Durch Zusatz verschiedener Mengen von Gallenséiuren zu Fazes suchte 
ich festzustellen, inwieweit sie mit Hilfe der modifizierten kolorimetrischen 
Methode und der Fluoreszenzreaktion quantitativ zu erfassen sind. Zu je 
20g frischen Fazes, welche nach der Fluoreszenzmethode etwa 0,004 g 
Gallensiure enthalten haben, wurden 

zugesetzt 0,020 g Cholsaéure 
praformiert 0,004 g - 

0,024 g; gefunden 0,020 g, 
zugesetzt 0,010 ¢g 
praformiert 0,004 g 

0,014 g; "gefunden 0,011 g; 
zugesetzt 0,040 ¢ 
praformiert 0,004 g 

0,044 g; gefunden 0,039 g. 

Bei Anwesenheit kleinerer Mengen von Gallenséuren, wie sie haufig 
in den Fazes vorkommen, benutzte ich die Fluoreszenzreaktion, welche 

wesentlich empfindlicher als die Farbreaktion ist. Bei Anwesenheit gréBerer 


Mengen von Gallensiuren kontrollierte ich beide Bestimmungen unter- 
einander, wobei ich des éfteren eine gute Ubereinstimmung fand. 


Ill. Zusatz zu Stuhlbakterienbouillonkulturen. 


Ein erbsengroBes Stiick Stuhl wurde in 50cem Nahrbouillon 
eingebracht. Zwecks Erzeugung einer reichlichen Bakterienflora 
kam die mit Stuhl beimpfte Bouillon fiir 24 Stunden in den Brut- 
schrank. Hierauf wurden Teilproben mit glykocholsaurem Natrium 
in bestimmten Mengen versetzt. Es wurden drei Parallelversuche 
mit verschiedenen Mengen Gallensiure durchgefiihrt. Die quantitative 
Bestimmung der Gallensiuren erfolgte nach der Methode von Chiray 
und Cuny. Die sofortige kolorimetrische Untersuchung nach erfolgtem 
Zusatz, auf 100 cem Nahrbouillon berechnet, ergab: 
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Statt der theoretisch berechneten Menge von 0,850 0,840 °%, 
statt 0,425 0,420°%, und statt 0,212 0,210°,. Wir verfolgten nunmehr 
den Gehalt an Gallensiuren durch 3 Tage hindurch. 


Kolorimetrisch bestimmter Anfangswert . 0,840°,, 0,420°,, 0,210°, 
Untersuchung nach 24 Stunden . . . . . 0,830°,, 0,390°,, 0,195°, 
a » 48 Ee aw w= « CBR 0400% 100% 
ie a TE ww ows & OR Oe, Oey 


Ich konnte also nach dreitagigem Bebriiten einer mit Gallensiure 
versetzten natiirlichen Stuhlflora keine erhebliche Abnahme der Gallen- 
sduren feststellen und befinde mich hiermit in Ubereinstimmung mit 
Nakagawa (|. c.), welcher auch nach 8 Tagen keine gréBere Abnahme 
feststellen konnte. Ebenso hat auch V. Jenke keine Abnahme gefunden, 
nach Exner und Heirowsky erfolgt. wie bereits eingangs erwihnt, 
die Zersetzung erst nach einer mehrtagigen Bebriitung. Es scheint 
also wahrscheinlich, daB die Gallensiuren, was den Cholsiurekomplex 
anbelangt, imnerhalb der physiologischen Verweildauer im Darm von 
etwa 24 bis 48 Stunden keine Veranderung erleiden. Um ein Ubriges zu 
tun, habe ich durch direkten Zusatz von Natriumglykocholat zu frischen 
Fazes und durch Bebriitung desselben durch 72 Stunden untersucht, 
ob es hierbei zu einer Abnahme der erfaBbaren Cholsiuremenge kommt. 
Ich konnte auch hierbei keine Abnahme feststellen. Zu 25 ¢ frischen 
Fazes setzte ich glykocholsaures Natrium zu in einer kolorimetrisch 
bestimmten Menge 

von 0,040 g 


priformiert 0,008 g 


(Fluoreszenz) 0,048 g 


Untersuchung nach 72 Stunden 0,042 g. 


Auch diese Untersuchung la8t keinen SchluB auf eine rasche Zer- 
stérung der Gallensduren im Darminhalt zu. Es scheint daher wahr- 
scheinlich, daB der Abbau der Gallensiuren durch die Stuhlbakterien 
nur duBerst langsam erfolgt, daB aber innerhalb der physiologischen 
Verweildauer im Darm die Cholsaure an und fiir sich keine Veranderung 
erfihrt. Nach den bis jetzt bekannten Untersuchungen, welche ich in 
der Folge zusammenfassen werde, sind es nur ganz geringfiigige Mengen 
von Gallenséiuren, welche mit den Fazes ausgeschieden werden. Der 
allergréBte Teil muB jedoch, wie dies von verschiedenen Seiten gezeigt 
wurde, von der Darmschleimhaut selbst resorbiert werden. 


IV. Untersuchung der Fizes von Kindern. 


In den nun folgenden Untersuchungen des Gallensiure- und des 
Fettgehaltes der Fazes bei Kindern habe ich besonders eine gréBere 
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Anzahl von Sauglingsstiihlen und auch Stiihle von gréBeren Kindern 
daraufhin gepriift. 


Uber den Gehalt der Gallensiure in Stiihlen sind wiederholt Unter- 
suchungen angestellt worden. Die Angaben hieriiber sind jedoch wider- 
spruchsvoll, was durch die Schwierigkeit, dieselben quantitativ zu erfassen, 
zu erklaren ist. So wurde von T'schernoff' pro Tag 0,166 g Gallensaure 
in den Fazes gefunden. Von Senkowsky*? wurde '/,g pro Tag gefunden, 
von Thannhdiuwer*® mit einem unzulainglichen titrimetrischen Verfahren 
0,5 bis 0,2 g Gallenséure fiir 3 Tage gefunden. Uri‘ fand in normalen mensch- 
lichen Stiihlen keine oder héchstens minimale Spuren von Cholséure und 
weder Glyko- noch Taurocholséure; in pathologischen Stiihlen seien manch- 
mal gespaltene und ungespaltene Gallensiuren nachweisbar, doch in so 
geringer Menge, daB eine Reindarstellung und Wagung unmédglich sei. 
In neuerer Zeit geben Giordano, Cesare und Carlo Levy® die Tagesmenge 
an Gallenséuren mit 0,075 bis 0,15 g an. Beim Hunde hat WV. Jenke® 
mit Hilfe der polarimetrischen Methode Bestimmungen gemacht, welche 
im Mittel 0,258 g Gallensiure pro Tag ergeben (bei einem K6rpergewicht 
von 17 kg). Fiir vorliegende Untersuchung von gréBerer Wichtigkeit 
scheinen die Angaben von Uffelmann? und Wegscheider® zu sein, die in 
Sauglingsstiihlen konstant geringe Mengen von Cholsdure gefunden haben. 

Nach den Angaben von Schmidt und Strassburger® enthalten die 
Saduglingsfizes unter normalen Verhaltnissen 10 bis 25%, Fett. Schon 
bei geringen Darmstérungen steigt der Fettgehalt betrachtlich an. 
Nach Bieder™ werden Fettgehalte von iiber 40° der Trockensubstanz 
als ausgesprochene Fettdiarrhoe betrachtet. Eine Steigerung des Fett- 
gehaltes der Sauglingsfaizes findet sich bei fehlender oder mangelhafter 
Gallensekretion, ferner bei Resorptionsbehinderung im Bereich der 
Lymph- und BlutgefaBe. Eine derartige Vermehrung ist ferner auch zu 
erwarten, wenn die Darmpassage des Fettes infolge gesteigerter Motilitat 
des Darmes eine beschleunigte ist. Es werden dann die Resorption 
bewirkenden Faktoren nicht geniigend Zeit haben, auf das Fett ent- 
sprechend einzuwirken, und dieses wird wenig oder gar nicht verandert 
in den Fazes erscheinen. 


! Tscherno{f, Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. 98, 231, 1923. 
2 Senkowsky, Jahresber. f. Tierchemie 82, 513, 1902; polnisch. 
3 Thannhduser, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 28, 455, 1881. 
' H. Uri, Arbeiten a. d. pathol. Inst. Berlin, Festschrift Hirschwald 
1906, S. 634; Chem. Centralbl. 1906, II, 1682. 
5 Giordano, Cesare u. Carlo Levy, J. sali bil. nell org. normale 3, 689 
9, 1920. 
6 M.Jenke, Arch. f. exper. Pathol. 168, 197, 1932. 
7 Uffelmann, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 28, 455, 1881. 
8 Wegscheider, Diss. StraBburg 1875. 
® Schmidt u. Strassburger, Die Fazes des Menschen in normalem und 
krankhaftem Zustand. 2. Aufl., 1905, S. 157. 
10 Jahresber. f. Kinderkrankheiten 14, 336, 338, 1879; S. 21, 1888. 
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Um einen Einblick in die Beziehung zwischen Fett- und Gallensdure- 
ausscheidung zu bekommen, habe ich die Untersuchungen iiber den 
Gallensiuregehalt bei normalem Fettgehalt von dem bei erhdhtem Fett- 
gehalt getrennt, wobei ich Fettgehalte, welche einigermaBen iiber 25°, 
lagen, als erhéht betrachtet habe. 


Die Fettbestimmung erfolgte durch Atherextraktion in einem Soyhlet- 
apparat. Eine bestimmte Menge frischer Fazes (etwa 5g) wurden mit 
verdiinnter Salzsiure angeséiuert und durch 24 Stunden bei 108° getrocknet. 
Die nunmehrige Wagung ergibt den Wassergehalt der Fazes. Der so ge- 
trocknete Stuhl wird mit Alkohol (95°,) und Kieselgur verriihrt und die so 
gewonnene Masse neuerlich getrocknet. Dann erzeugt man durch Zerreiben 
ein feines Pulver und unterwirft dieses durch 3 Stunden der Atherextraktion. 
Der Atherextrakt wird filtriert und zur Trockne eingedampft, der Riickstand 
wird bis zur Gewichtskonstanz getrocknet (6 Stunden bei 108°). Der durch 
Wagung ermittelte Wert wurde als ,,Fett‘’ in Rechnung gesetzt. Ich 
habe sowohl Fettsubstanzgehalt als auch Gallenséiuregehalt auf Trocken- 
substanz (Trockenstubl) bezogen. 

Zu nachstehenden Tabellen ist zu bemerken, daB ich nur vereinzelt 
diarrhéische Stile miteinbezogen habe, wohl aber stammen die Stiihle 
zum Teil von kranken, ernaihrungsgestérten Kindern. Ich finde ein ziemlich 
konstantes Auftreten von Gallensiuren in sehr schwankenden Mengen. 
In vielen Fallen, jedoch nicht in allen, scheint einem héheren Fettgehalt 
eine erhéhte Gallensdureausscheidung zu entsprechen. Vielleicht laBt sich 
dies so erkliren, daB bei Anwesenheit gréBerer Fettmengen mehr Galle 
dem Darminhalt beigemengt wird und so einfach der zur Ausscheidung 
gelangende Anteil von Gallenséiure gréBer wird (vgl. Tabelle | und I1). 
In manchen Fallen (vgl. Tabelle I1) mag vielleicht eine gestérte Fettresorption 
mit einer gleichfalls gestérten Riickresorption der Gallensduren einherzugehen. 
Es ist Ja bekannt, daB gerade bei Saéuglingen eine gewisse Empfindlichkeit 
gegen Fett besteht!. 

Vergleichen wir nunmehr, in welchem Verhaltnis sich Gallensiéiure zu 
Fett in den Fdzes vorfinden, so finden wir in den giinstigsten Fallen ein 
Verhaltnis 1: 38,72 und 1:31,6%, in der Mehrzahl der Fille tbersteigt 
dies Verhaltnis 1: 100 betrachtlich. In friiheren Untersuchungen, die ich 
gemeinsam mit O. Fiirth ausgefiihrt habe, fand sich im Diinndarminhalt 
von Kindern ein Verhaltnis zwischen Gallenséiure und Fett von 1 : 8 bis 1 : 24. 


Aus diesem ziemlich groBen Unterschied zwischen Diinndarminhalt 
und Fazes kénnen wir erkennen, das die Ausscheidung von Fett und Gallen- 
sauren nicht in demselben Verhaltnis erfolgt, in welchem sich beide Stoffe 
im Diinndarminhalt vorfinden. Die Rtickresorption der Gallensduren scheint 
daher eine sehr vollstindige zu sein. EKinen EinfluB der Stuhlbakterien auf die 
Gallenséiuren, soweit sie durch die Pettenkofersche Reaktion und die 
Fluoreszenzreaktion erfaBt werden kénnen, muB ich auf Grund meiner 
friiheren Versuche ausschlieBen, soweit ein solcher innerhalb der physio- 
logischen Verweildauer im Dickdarm in Betracht kommen kénnte. In 
den normalen Fdzes von gréBeren Kindern fand sich im allgemeinen ein 


1 Vol. Fr. Hamburger, Kinderheilkunde. 2. Aufl., 1932, S. 89. 
2 Tabelle II, 3. 
8 Tabelle I, 1. 
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Tabelle I. 


H. Minnibeck: 


Sauglingsstiihle von normalem Fettgehalt. 





19 


20 


6 Monate altes Kind 


7 Monate altes Kind 


91/, Monate altes Kind 
5 Monate altes Kind 
4 Monate altes Kind 
6 Monate altes Kind 


5 Wochen altes Kind 
Ernahrungsstérung 


6 Monate altes Kind 
Ernahrungsstorung 


31/, Monate altes Kind 


Ekzem 


81/, Monate altes Kind 


Tetanie, Nahrung: 
Casein, Reisschleim 
2 Monate altes Kind 


8 Monate altes Kind 


7 Monate altes Kind 
Ekzem, Milch, Spinat, 
Kompott 
3 Monate altes Kind 
Krampfe, Spinat 


41), Monate altes Kind 
Meningitis, Halb Milch, 


mit Reisgriesbrei 


9 Monate altes Kind 
Pneumonie 


6 Monate altes Kind 


5 Monate altes Kind 


9 Monate altes Kind 
(Wiederholung von 3, 
Tab II, nach 2 Monaten) | 

9 Monate altes Kind 
(Wiederholung yon 19, 
Tab. I, nach 1 Woche) 


Wassergehalt 85,0 % 
breiig, gelbweib, sehwach 
sauer 
Wassergehalt 76,8 % 
geformt, braun, schwach 
alkalisch 
Wassergehalt 75° ,, 
geformt, hellgelb 
Wassergehalt 80°, 
breiig, sauer 
Wassergehalt 80,2% 
fliissig, gelbgriin, sauer 
Wassergehalt 75,2°, 
gelbbraun, geformt, sauer 
Wassergehalt 80,0 °%, 
breiig, hellgelb, schwach 
sauer 
Wassergehalt 72,0% 
brécklig, trocken, neutral 
Wassergehalt 76,3 °,, 


Wassergehalt 75,3% 
weibgelb, geformt, alkalisch 


Wassergehalt 75.5% 
weibgelb, geformt 
Wassergehalt 81,0°, 
griingelb, weich 
Wassergehalt 80,0°,, 
griingelb, schwach alkalisch 


Wassergehalt 81,4% 
gringelb, schwach alkalisch 
Wassergehalt 78,5 °, 
breiig, schwach alkalisch 


Wassergehalt 77,5 % 


Wassergehalt 78,5 °,, 
gelbbraun, weich, schwach 
sauer 
Wassergehalt 79,5°, 
geformt, hellgelb, schwach 
sauer 

Wassergehalt 78,0°, 
geformt, hellgelb, schwach || 
sauer | 





Wassergehalt 76,3 % 


Fett 
0/6 


20,0 


20,01 


6,96 
6,45 


8,7 


6,68 
13,20 


17,0 


5,1 


10,8 
14,7 
14,0 


16,8 


Cholsiure 


0'9 


0,650 
0,068 
0,480 
0,080 
0,156 


Spuren 


0,151 


Spuren 
0,037 


Spuren 


0,081 
0,042 


0,125 


Spuren 


0,074 


Spuren 


0,034 


0,038 


0,140 


0,126 
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Tabelle 11. 


Fettstiihle von Sauglingen. 
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Nr. a aarrmead 
1 5 Monate altes Kind Wassergehalt 80,1 °,, 27,6 0,314 
hellgelb, weich, sauer 
2 6 Monate altes Kind Wassergehalt 77,5°%, 26,2 0,274 
Keratomalacie gelbgriin, geformt, stinkend, 
sauer 
3 6 Monate altes Kind Wassergehalt 84,6 °, 43.01 1,136 
Keratomalacie gelbgriin, breiig, sauer 
4 7 Monate altes Kind Wassergehalt 75,2% 28,5 0,064 
gefurmt, weiblich, neutral 
Tabelle I11. 
Fazes alterer Kinder. 
‘e Cholsi&ure 
Nr. ry h . jure 
1 11 Jahre altes Kind Wassergehalt 72.5% 11,1 0,056 
geformt, braun, sauer 
2 27/;9 Jahre altes Kind Wassergehalt 74,6 °% 21 0,075 
geformt, braun 
3 1'/, Jahre altes Kind Wassergehalt 75,5°,, 7,5 0,124 
geformt, braun 
4 15)|,. Jahre altes Kind Wassergehult 82,5°% 14,3 0,045 
breiig, braun, schwach sauer 
5 45/, Jahre altes Kind Wassergehalt 75,3 % 10,0 0,078 
geformt, braun 
6 5%/, Jahre altes Kind Wassergehalt 75,5°,, 12,4 0,036 
(Pneumonie) geformt, braun 
7 11*/,. Jahre altes Kind Wassergehalt 783°, 7,63 0,038 
(Leuchtgasvergiftung) geformt, braun 
8 17',. Jahre altes Kind Wassergehalt 76,0% 9,6 Spuren 
(Pneumonie) geformt 
9 4°/,. Jahre altes Kind Wassergehalt 77,5% 6.9 0,081 


geformt, braun 





niedrigerer Gallensdure- und Fettgehalt als im Sduglingsstuhl, was in bezug 
auf den Fettgehalt bekannt ist. Von gréBerem Interesse ware es, festzustellen, 
inwieweit bei schwereren Verdauungsstérungen die sonst riickresorbierten 
Gallenséiuren verloren gehen. Durch entsprechende Untersuchungen 
ware ferner festzustellen, inwieweit sich das Verhaltnis zwischen Gallensaure 
und Fett in den Ausscheidungen bei Erkrankungen des Darms andert!. 


1 Herrn Doz. Al. Bratusch-Marrain und Frau Dr. Fr. Knauer danke 
ich fiir ihre hilfreiche Unterstiitzung vorliegender Untersuchungen und fiir 
ihre rege Anteilnahme herzlichst. 
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Zusammenfassung. 

1. Zur Bestimmung des Gallensiuregehaltes in Fazes benutzte 
ich das modifizierte Verfahren von Chiray-Cuny und das Verfahren 
von Giordano, Cesare und Carlo Levy. Das erstere Verfahren beruht 
auf der Pettenkoferschen Reaktion unter Verwendung von Furfurol 
und Phosphorsiure, das zweite Verfahren auf der Fluoreszenzreaktion, 
welche die Cholsiure mit konzentrierter Schwefelséure gibt. 

2. Es wurden die Fazes ven Siuglingen und gréBeren Kindern auf 
Fett und Gallensiure untersucht, deren Wassergehalt zumeist innerhalb 
der normalen Grenzen lag. Ich fand hierbei schwankende Mengen 
von Gallensiuren. In vielen Fillen (vgl. Tabelle 1 und II) war mit der 
gesteigerten Fettausscheidung auch eine Steigerung der Gallensdure- 
mengen in den Fazes nachweisbar. In einzelnen Fallen naherte sich 
das Verhaltnis zwischen Gallensiuren und Fett mit 1 : 38,7 und 1 : 31,6 
der im Diinndarminhalt bestehenden Relation von 1:8 bis 1: 24; 
in den meisten Fallen liegt es iiber 1 : 100, woraus sich eine betrachtliche 
Abnahme des Gallensiuregehalts der Fazes gegeniiber dem Inhalt 
des Diinndarms zu erkennen gibt. 

3. Durch Zusatz von Gallensaure zu einer Bouillonkultur von Stuhl- 
bakterien und zu Fizes selbst konnte ich mich von der Widerstands- 
fihigkeit der Gallensiuren gegeniiber zerstérenden Einfliissen innerhalb 
eines Zeitraums von 3 Tagen iiberzeugen. Dadurch erscheint es wahr- 
scheinlich, daB innerhalb der physiologischen Verweildauer des Darm- 
inhalts im Dickdarm keine oder nur eine geringfiigige Verminderung 
der erfaBbaren Cholsiuremenge erfolgt. Der in den Fazes ermittelte 
Gehalt an Gallensiuren erscheint daher als der nicht riickresorbierte 
Anteil der Gallensiuren des Diinndarminhalts. 
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Das Cholesterin 
bei der Liebermann-Burchardschen Farbreaktion. 


Von 


Alfred Bloch. 


(Aus dem Klinisch-Chemischen Laboratorium von Dr. med. MW. E. Bircher, 
Ziirich. ) 


(Eingegangen am 5. November 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Eine groBe Reihe klinischer Methoden zur Bestimmung des Chole- 
sterins beruht auf der Liebermann-Burchardschen Farbreaktion (ab- 
gekiirzt LBR.) (1). Die endlose Diskussion dariiber beschrankte sich 
bisher darauf, ihre Brauchbarkeit durch Vergleich mit anderen Methoden 
und durch Kontrollanalysen zu belegen oder zu verwerfen. Es erschien 
deshalb reizvoll, den eigentlichen Reaktionsverlauf und die Bedeutung 
jeder einzelnen Komponente, die denselben beeinfluBt, einer niheren 
Betrachtung zu unterziehen. Auf diesem Wege sind wir zu einigen 
iiberraschenden und interessanten Ergebnissen gelangt. 

Als Ausgangspunkt unserer Untersuchungen wahlten wir das Reaktions- 
gemisch, wie es heute nach den Vorschriften von Authenrieth-Funk, Grigaut- 
Chauffard, Bloor u. a. allgemein zur Verwendung kommt: Zur Lésung des 
Cholesterins in 5cem Chloroform werden 2 ccm Essigséureanhydrid und 
0,lcem konzentrierte Schwefelsaiure zugefiigt und 15 Minuten stehen- 
gelassen, worauf die Farbintensitaét gemessen wird (abgekiirzt Original- 
gemisch). Die Faktoren, die mithin zur Fragestellung stehen, beziehen 
sich auf den Einflu®B des Essigséureanhydrids, der Schwefelséiure, der 
Cholesterinmenge, des Lésungsmittels, der Temperatur und der Belichtung. 


1. Essigsiureanhydrid. 


Sein Einflu8 wird am besten in seinem Mischungsverhaltnis zum Chloro- 
form beurteilt, welches im Originalgemisch 2: 5 betragt. Wir haben dieses 
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Verhaltnis in sechs Versuchen variiert und zwar zu den Werten 1: 15, 
1:10, 1:8, 1:5, 2:7 und 4:5 und die Farblésungen gegen die Original- 
lésung kolorimetriert. Uberall war die gleiche Cholesterinmenge von 0,5 mg 
enthalten. Die beiden ersten Versuche zeitigten nur eine sehr blasse Farbung, 
die nachsten drei ergaben die bzw. Cholesterinwerte 0,2, 0,3 und 0,39 mg, 
und der letztere war 0,505 mg (die Kolorimeterablesungen werden durchweg 
aus Raumersparnis weggelassen). Daraus ergibt sich der SchluB, daB das 
Mischungsverhaltnis Essigsiureanhydrid zu Chloroform mindestens 2: 5 
betragen mu, da aber eine Erhéhung der relativen Anhydridmenge 
auf das Doppelte keinen nennenswerten EinfluB ausiibt. 


2. Schwefelsiure. 


Obwohl dieselbe nur in geringer Menge zugesetzt wird, beeinfluBt sie 
die Reaktionsweise sehr stark. Wir haben eine Reihe Lésungen von 
Img Cholesterin in 5cem Chloroform mit Je 2cem Essigséureanhydrid 
und von 0,025 bis leem steigenden Schwefelsiuremengen versetzt. Mit 
zunehmender Schwefelsiuremenge erfolgte die Farbung immer rascher, 
um beim letzten Versuch schon nach 3 Minuten zur vollen Entfaltung zu 
kommen. Parallel damit wurde eine anfanglich voriibergehende Blau- 
ténung stabi! und schlieBlich vorherrschend. Das reinste und stabilste 
Dunkelgriin, ohne blauen Einschlag, erhielt man mit 0,1 cem Schwefel- 
siure, wie sie im Originalgemisch zugegeben wird. 


3. Die Cholesterinmenge. 


Schon wiederholt wurde die Frage aufgeworfen, ob das Cholesterin 
in der Konzentrationsbreite, in der es im Blute vorkommt, bei der LBR. 
richtig erfaBt wiirde. Zur Lésung dieses Problems haben wir einen neuen 
Weg eingeschlagen, der gleichzeitig ein anschauliches Bild tiber den eigent- 
lichen Verlauf der LBR. vermittelt. Unsere Versuchsanordnung gestaltete 
sich folgendermaBen: Fiir verschiedene Cholesterinmengen wurde je eine 
Reihe von vier bis sechs gleichen Cholesterinlésungen im selben Zeitpunkt 
unter gleichen Bedingungen zur LBR. gebracht. Dann stoppte man die 
Reaktionen in Absténden von mehreren Minuten nacheinander ab, indem 
man mit Sodalésung (je 20 cem zu 12!/,°,,) abstumpfte. Die nun basischen 
Lésungen zog man mit Chloroform wieder aus, und brachte die je auf 5 cem 
eingeengten Chloroformausziige erneut zur LBR., gleichzeitig mit einer 
Cholesterin-Standardlésung. Es zeigte sich, daB die LBR. zum zweiten 
Male ansprach, daB sich also zwischen Cholesterin' und Sauregemisch 
ein Gleichgewichtszustand eingestellt hatte, der es erlaubt, das Cholesterin 
teilweise zur erneuten Reaktion zu regenerieren. Da in der zweiten Re- 
aktionsfolge das zuriickgewonnene Cholesterin gemessen wurde, konnte 
daraus durch einfache Subtraktion errechnet werden, wieviel Cholesterin 
in der ersten Folge in jedem Zeitpunkt, in dem abgestoppt wurde, um- 
gesetzt worden war. 


' Es kénnen dies auch Umwandlungsprodukte des Cholesterins sein, 
durch partiellen Angriff des Séuregemisches gebildet, welche noch die 
gleichen Reaktionen geben wie das Cholesterin selbst. Siehe weiter unten. 
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Tabelle I. 


0,3 mg Cholesterin + 0,1 cem Schwefelsaéure. 





Reaktion abgestoppt nach Min. 





5 10 15 20 
I 0,158 0,133 0,100 0,063 
II 0,142 0,167 0.200 0,237 
47% 56 %, 67%, 79%, 


Tabelle Il. 


0,5 mg Cholesterin + 0,1 cem Schwefelsaure. 





Reaktion abgestoppt nach Min. 


5 10 15 20 
I 0,300 0,270 0,165 0,088 
II 0,200 0,230 0,335 0,412 
40°, 46°, 67% 82 % 


Tabelle III. 


1,0 mg Cholesterin + 0,1 cem Schwefelsaure. 





Reaktion abgestoppt nach Min. 











4 10 15 | 20 a, «B40 
I 0,704 0,556 0,363 | 0,288 0,238 0 
II 0,296 0,444 0687 | 0,712 0,762 1,0 
30% 44°. 64 % 71 % 76°. 100°, 
Tabelle IV. 
0,5 mg Cholesterin + 0,2 cem Schwefelsaure. 
Reaktion abgestoppt nach Min. 
5 ae) re 2 it ed 15 20 31 
l 
I 0 243 0.225 0,033 0 0) 
II 0.257 0,275 0.467 0.5 0.5 
5l oy, 55 % 93 »/ A 100°, 100% 
I = Cholesterinwert gefunden bei der erneuten Reaktion. 
Il = Cholesterin, das bis zum Abstoppungspunkt reagiert hatte. 


(In allen Reaktionen war das Cholesterin in 5cem Chloroform 
gelést und wurde 2cem Essigséureanhydrid zugefiigt.) 
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Tabelle V. 


0,575 mg Cholesterin-Olséureester -+ 0,1 cem Schwefelséure. 





Reaktion abgestoppt nach Min. 


10 15 20 25 60 


I 0,220 0,173 0,113 0,055 0 
II 0,355 0,402 0,462 0,520 0.575 
62 °, 70% 80 % 90% 100 % 


Unter Beriicksichtigung der Versuchsfehler, die bis 5°, ausmachen, 
liefern uns diese Reihen ein charakteristisches Bild iiber den Verlauf 
der LBR. und dariiber hinaus auch tiber die Komplexitat der Farb- 
reaktionen von Naturkérpern iiberhaupt. In Abb. 1 sind die Werte 

der fiinf Tabellen zusammengefaBt. Der 
2 Reihe Kurvenverlauf ist iiberall gleichartig: Die 
Reaktion setzt rasch ein, kommt nach den 


G5;- $® ‘ersten 5 Minuten zu einer Stagnation, um 
4 dann rasch wieder mit gréBerer Geschwindig- 
‘ad keit, ahnlich der am Anfang, einzusetzen 
§ und dann erneut stark abzufallen. Dieser 
22 Kurvenverlauf liefert den Beweis, daB die 








LBR. keine einfache Folge nimmt, sondern 

ce. > oo daB eine Reihe Reaktionen miteinander ge- 

Minuten koppelt sind, womit auch iibereinstimmt, 

Abb. 1. daB unter Zugrundelegung einer bimole- 

kularen Reaktion keine Reaktionskonstante 

erhalten wird. In den Reihen 1, 2, 3 haben sich selbst nach 20 Minuten 

betrichtliche Mengen Cholesterin nicht an der Reaktion beteiligt, 

wahrend dasselbe in der Reihe 4, in der die Schwefelsiure verdoppelt 
worden war, restlos verbraucht wurde. 





Schon aus den qualitativen Versuchen war hervorgegangen, daB 
die Schwefelsaure den gréBten EinfluB auf die Geschwindigkeit ausiibt. 
Interessant ist Reihe 5, in der Cholesterin-Olsiureester (von Schuchardt) 
zur Verwendung kam. Die Auffassung, daB die Cholesterinester lang- 
samer oder schwicher reagierten als das freie Cholesterin und die dazu 
fiihrte, vor der kolorimetrischen Bestimmung Blut- oder Organextrakte 
der alkalischen Verseifung zu unterwerfen (Grigaut-Chauffard, Authen- 
rieth-Funk u. a.), erweist sich als irrig. Die Reaktion des Esters verlauft 
im gleichen Rahmen wie die des freien Cholesterins, womit auch ein 
Einwand gegen diese Farbreaktion als kolorimetrische Methode hinfallig 
wird, der vor einiger Zeit von Miihlbock und Kaufmann (2) erhoben wurde. 
Die auffallendste Erscheinung besteht darin, da8 im Zeitpunkt 
15 Minuten (mit Ausnahme von Kurve 4), in dem das starkste Griin 
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erscheint und kolorimetriert wird, sich bei weitem nicht alles Cholesterin 
umgesetzt hat, sondern, wie aus den Tabellen ersichtlich, erst 67, 67, 64 
und 70% des Ausgangsmaterials. Weil bis zu diesem Moment eine stian- 
dige Zunahme, dann aber ein standiges Abblassen des Griins beobachtet 
wird, war die entgegengesetzte Annahme, daB die Griinreaktion voll- 
endet sei, naheliegend. Dem ist aber nicht so. Die Reaktion wird da- 
durch kompliziert, daB die griine Farbe nur eine Zwischenphase 
darstellt und allmahlich einem braunen, harzigen Endprodukt zustrebt. 
Wahrend also noch immer — und auch nach 20 und mehr Minuten - 
neues Griin erzeugt wird, geht gleichzeitig das schon vorhandene in 
das erst hellere und nach Stunden bzw. Tagen dunkle Braun iiber 
(das helle Braun ist es auch, das bei Nichteinhaltung der nétigen Kau- 
telen die unerwiinschten ,,.Nebennuancen* darstellt). Nach 15 Minuten 
ist gerade der Zeitpunkt, bei dem die zweiten Geschwindigkeitsanstiege 
der Kurven von Abb. 1 ihr Maximum erreichen. Bis dahin iiberwiegt 
der rapide Zuwachs an Griin das Abblassen des bereits gebildeten Farb- 
stoffs. Dann aber geht die Neubildung von Griin wieder so langsam 
vonstatten, daB sie mit dem Abblassen des Vorgebildeten nicht mehr 
Schritt halten kann — die Farbintensitat mu8 zuriickgehen. 

Das wichtigste Ergebnis muB darin erblickt werden, daB nach 
15 Minuten iiberall angenahert die gleichen Mengen Cholesterin reagiert 
haben, namlich rund zwei Drittel, unabhingig von der Ausgangsmasse, 
waihrend vor- und nachher die relativen Differenzen gréBer sind. Wenn 
die kolorimetrischen Ablesungen also in diesem Zeitpunkt vorgenommen 
werden, so wird damit nicht nur die erfahrungsgemaB starkste Farb- 
intensitat erfaBt, sondern es ist auch Gewahr geleistet, daB die gegen- 
einander gemessenen Cholesterinmengen richtige Werte ergeben. 


4. Das Lisungsmittel. 


In seiner Originalarbeit hat Hans Burchard (|. c.) an Stelle von Chloro- 
form noch 13 weitere Lésungsmittel herangezogen, um zu sehen, ob 
auch sie zur Reaktion geeignet waren. Seine Beobachtungen lauten: 
..Das Resultat war ein positives; notwendig ist nur, das das Lésungsmittel 
wasserfrei ist.‘* Ich habe diesen Befund an einem Lésungsmittel nach- 
gepriift, mit entwassertem Xylol, und bin zu dem SchluB gekommen, 
daB die LBR. qualitativ gleichartig, quantitativ aber dreimal schwécher 
anspricht. 

Zwei gleiche alkohol-atherische Cholesterinextrakte wurden ein- 
gedampft, die eine Probe mit Chloroform, die andere mit Xylol aufgenommen, 
und damit, gleichzeitig mit einer Standardlésung. die LBR. angestellt 
und kolorimetriert. Der Xylol-Schalenriickstand wurde nachtraglich 
noch mit Chloroform extrahiert, darin aber keine Spur Cholesterin mehr 
gefunden. 


Das Verhaltnis vom Xylol- zum Chloroformwert ist etwa 1: 3, wie aus 
Tabelle VI ersichtlich. 
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Tabelle VI. 





I II It 


Cholesterin in mg 





Mit Chloroform. .... 0,8 0,848 0,952 


/~ Pa 0,282 0,288 0,293 
Aylel <a 0,35 0,34 0,31 


Chloroform 


5. Die Temperatur. 


Bei starker Verdiinnung, d.h. Innehaltung der bisherigen Cholesterin- 
konzentrationen, zeigt die LBR. wechselnden Temperaturen gegeniiber 
verschiedenartiges Verhalten. Bei Eiskiihlung tritt sie auch nach 3 Stunden 
nicht ein. Es wurden ferner verschiedene LBR. bei Zimmertemperatur (17°) 
und in einem Bad von 30° angesetzt. Die letztere Reaktion setzte schneller 
ein und wies nach 15 Minuten im Griin eine gelbe Ténung auf, die einen 
kolorimetrischen Vergleich mit dem reinen Griin der ersteren erschwerte, 
weil schon fortgeschrittene Reaktionsprodukte anwesend waren. Das 
legt die Konsequenz nahe, die Reaktion nicht bei 30° auszufiihren, wie es 
von einigen Autoren verlangt wird, sondern bei Zimmertemperatur. Denn 
dadurch wird das Auftreten der braunen Farbténe gebremst, welche schein- 
bare Cholesterinwerte vortéuschen, wie in einer weiteren Arbeit naher 
ausgefiihrt wird. Abgesehen davon erreicht man damit eine technische 
Vereinfachung. 

Ein gleiches Reaktionsgemisch wie oben wurde in gut geschlossenem 
und lichtgeschiitztem Schiittelzylinder eine Viertelstunde ins siedende 
Wasserbad gestellt; die entstandene Farblésung war hell-goldgelb, in 
Intensitat und Ténung identisch mit einer gleichen, 15 Stunden bei Zimmer- 
temperatur gestandenen Lésung. 

Bei erhéhter Konzentration: Liebermann beschreibt (1. ec.) die von ihm 
entdeckte Reaktion als eine Aufeinanderfolge von Rosenrot und Griin, 
und Burchard (1. c.) gibt an, daB die Rotfarbung bei starken Verdiinnungen 
nicht gesehen wird. 

‘Wenn man nun Cholesterinlédsungen von zehnfacher Konzentration 
wie oben (1 mg Cholesterin pro 1 cem Chloroform) eiskiihlt und mit eis- 
gekiihltem Saéuregemisch versetzt, tritt sofort eine schéne Rotfarbung auf, 
die aber wieder verschwindet, so da die Lésungen erneut vollkommen 
farblos werden. Dann aber, nach 2 Minuten, setzt auch bei dieser tiefen 
Temperatur Blaugriinfarbung ein, im Gegensatz zu den verdiinnten Lé- 
sungen. Bei nochmals um das zehnfache erhéhter Konzentration und Eis- 
kiihlung geht das Rot in tiefes Violett und dieses ohne vorherige Aufhellung 
in Tiefblau tiber, d.h. die Reaktion wird zufolge des Massenwirkungs- 
gesetzes beschleunigt. 


6. Die Belichtung. 


Wiahrend alle bisherigen Reaktionen unter LichtausschluB erfolgten, 
wurde nun ein Originalgemisch, in Wasser von 17° gekiihlt, dem 
grellen Sonnenlicht ausgesetzt. Nach 3 Minuten entstand ein Anflug 
von Griin, der rasch wieder verschwand und im Verlauf einer Stunde blieb 
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die Lésung vollig klar und farblos. Nachtragliches Einstellen ins Dunkle 
anderte daran nichts mehr. Die Geschwindigkeit der Lichtwirkung 
ist also gréBer als die der LBR. 

Nach Miihlbock und Kaufmann (2) war von 18mg Cholesterin, die 
in 250 cem Chloroform gelést waren, nach 5 Wochen keine Spur mehr nach- 
weisbar. Das ist nur méglich, wenn sie die Lésung in einer hellen Flasche 
dem Licht aussetzten. Denn in dunklen Flaschen aufbewahrt, zeigen 
chloroformische Cholesterinlésungen auch nach Monaten keine wahrnehm- 
bare Abnahme. Da diese Beobachtungen mit dem photochemischen Ver- 
halten des Chloroforms iibereinstimmen, ist anzunehmen, da das unter 
der Lichtwirkung zersetzte Chloroform an das Cholesterin Chlor anlagert. 
Unsere Cholesterinlésungen und die von Mihlbock stellen Konzentrationen 
von gleicher GréBenordnung dar (unsere Lésung enthielt 0,5 mg Cholesterin 
pro 5ccem Chloroform, die von Miihlbock 0,36 mg). Da unser Cholesterin 
aber weitaus rascher zerstért wurde, mu neben dem Faktum, da wir 
grelles Sonnenlicht benutzten, dem Séuregemisch katalytischer EinfluB 
zugeschrieben werden. Da das Cholesterin aber auch ohne die Anwesenheit 
von naszierendem Chlor photochemischen Einfliissen zugianglich ist, zeigt 
eine Wiederholung unseres Versuchs, bei dem statt Chloroform Xylol 
genommen wurde; Griinfarbung trat nicht auf, vielmehr erfolgte auf ein 
anfingliches BlaBrosa ein bestaéndiges BlaBbraun, das nach 10 Stunden 
doppelt so stark war als das Braun einer parallelen, im Dunkeln gestandenen 
Lésung. 


7. Chemischer Verlauf der LBR. 


Es bleibt noch die Aufgabe, den Mechanismus der LBR. zu unter- 
suchen. Da hieriiber erst Vorversuche mit kleinen Mengen angestellt 
wurden, sei der Arbeitsweg hier nur angedeutet, und die Resultate 
kurz zusammengefaBt, insoweit sie auf den Gang der Reaktion ein 
klarendes Licht werfen. 

Chloroformische Cholesterinlésungen wurden der Einwirkung des 
Anhydrid-Schwefelsiuregemisches unterworfen, und die Reaktion 
hierauf mit Natronlauge-Eismischung abgestoppt: 

a) Bei 18 bis 22°C, nach 15 Minuten, wobei starke Griinblau- 
farbung auftrat. 

b) Bei Eiskiihlung, nach 5 Minuten, wobei Tiefviolettfairbung 
auftrat. 

c) Bei Eiskiihlung, nach 30 Sekunden, wobei nur tiefes Rosarot 
auftrat. 

Die Chloroformausziige aus a) und b), nicht aber aus c), lieferten 
Cholesterinacetat (Smp. und Mischsmp. scharf bei 115° C unkorr. Nach 
vierstiindigem Verseifen mit Natronlauge konnten daraus wieder die 
typischen Cholesterinkristalle gewonnen werden, die nach einmaligem 
Umkristallisieren bei 143° schmolzen, einen Mischschmelzpunkt von 
143° aufwiesen und mit Digitonin sich in bekannter Weise ausfiallen 
lieBen.) Diese Tatsache kann zur Deutung unseres friiheren Befundes 
herangezogen werden, wonach die LBR. mit Cholesterinester besonders 
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in ihrem Anfangsstadium rascher verliuft als mit reinem Cholesterin, 
unter der Annahme, daB das Cholesterin sich zum Ausfall der Reaktion 
iiberhaupt erst verestern muB. Da auch Burchard (\.¢.) schon statt 
Essigsiureanhydrid die Anhydride von Phthal-Isobutter- und Benzoe- 
siure mit Erfolg verwandte, muB es in gewissen Grenzen gleichgiiltig 
sein, welche Siurekomponente am Ester partizipiert, so daB auch der 
schon vorgebildete Cholesterinélsiureester die Reaktion erméglicht 
bzw. beschleunigt, weil die nétige Anfangszeit zu seiner Entstehung 
in Wegfall kommt. Die andere Erscheinung hingegen, daB der Chloro- 
formauszug aus c) kein Acetat liefert, dringt zu einem merkwiirdigen 
SchluB itiber das Verhalten des Cholesterins: Da das Acetat erst nach 
Auftreten der Blaufairbung gefunden wird, nicht aber bei der primar 
und spontan entstehenden und rasch wieder verschwindenden Rot- 
farbung, miissen die Produkte der Rotfirbung noch befahigt sein, 
Acetat zu bilden, d. h. sie miissen noch chemisch intaktes Cholesterin 
reprasentieren. Wir heben diesen letzten Satz besonders hervor, weil 
er auch in Einklang steht mit der Rotfirbung, die eintritt, wenn schon 
verestertes Cholesterin zum Ausgangspunkt genommen wird. Eine 
Stiitze fiir diese Auffassung liefert die friihere Beobachtung, wonach 
bei Eiskiihlung intensive Rotfairbung auftritt und innerhalb 2 Minuten 
wieder verschwindet, bevor die Blaufirbung bzw. Acetatbildung ein- 
setzt. Die beiden Farbungen sind demnach verschiedener Natur: 
Die Rotfairbung ist eine Momentreaktion, von der man annehmen muB, 
daB sie quantitativ verliuft. Die Blaufarbung dagegen ist eine Zeit- 
reaktion, die nur dann quantitativ ausklingt, wenn sie lange genug 
lauft. DaB die beiden Reaktionen unabhaingig voneinander sind, ab- 
gesehen von der genetischen Reihenfolge, wird vom Experiment be- 
stitigt. 

Im Versuch a) haben sich neben dem Cholesterinacetat durchwegs 
fortgeschrittene Reaktionsprodukte gebildet, die sich in der wiasserigen 
Fraktion befinden. In den Versuchen b) und ce) bildeten sich zwischen der 
Chloroform- und Wasserschicht dicke Niederschlage, die in Athylalkohol, 
Benzol und einer Reihe anderer organischer Lésungsmittel gelést, beim 
Abkiihlen ganz auBergewéhnlich massige und gequollene Niederschlage 
formen, die bisher nicht in kristallinische Form gebracht werden konnten. 
Das weiBe Pulver, das seiner Menge nach dem gréBten Teil des Ausgangs- 
materials entspricht, braéunt sich bei 180° und schmilzt bei 250° noch 
nicht. Beim Glithen bildet sich Carbonat. Die Substanz gibt bei der LBR. 
das iibliche Griin, aber auch in konzentrierter Form keine Rotférbung, 
womit erwiesen ist, daB die beiden Farbreaktionen nicht aneinander ge- 
bunden sind, und daB die Rotfairbung quantitativ verlaufen ist. 


Aus Versuch c) konnte, wie zu erwarten war, noch etwas unverbrauchtes 
Cholesterin (Smp. und Mischsmp. 148 bis 149°) gewonnen werden. AuBer- 
dem aber eine geringe Menge eines Kérpers, der aus Methylalkohol in feinen, 
ilzigen und weiBgrauen Nadelchen kristallisierte, die bei 153 bis 154° 
scharf und unter Braéunung (im Gegensatz zu Cholesterin) schmoizen. 
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Atich sie gaben nur noch Griin-, aber nicht mehr Rotfarbung und miissen 
als Zwischenglied des Cholesterins und des hoch- oder nicht schmelzbaren 
K6érpers betrachtet werden. 

Wir werden versuchen, weitere Zwischenglieder zu fassen, um zu sehen, 
ob sich ein soleches nach der Isolierung noch in Cholesterinacetat iiber- 
fiihren laBt, und ob sich ferner daraus etwas iiber den Bau des Cholesterins 
aussagen 1aiBt. 


Zusammenfassung. 

1. Der EinfluB der verschiedenen Reaktionsbedingungen auf den 
Gang der LBR. wurde in seinen Einzelheiten untersucht. 

2. Wenn die LBR. zur Cholesterinbestimmung in iiblicher Weise 
ausgefiihrt wird, haben nach 15 Minuten erst zwei Drittel des Chole- 
sterins auf Griin angesprochen, der Rest wiirde erst in der folgenden 
Zeit reagieren. Da in diesem Zeitpunkt aber ein Maximum der Reaktions- 
geschwindigkeit liegt und in engen Grenzen immer die relativ gleiche 
Menge Cholesterin reagiert hat, ist der kolorimetrische Vergleich be- 
rechtigt. 

3. Der Verlauf der LBR. gestaltet sich folgendermaBen: Nach 
Zugabe des Sauregemisches zur chloroformischen Cholesterinlésung 
findet zuerst eine physikalische oder reversible chemische Verainderung 
des Cholesterins statt (Molekiilassoziation, Umlagerung), welche die 
spontan auftretende und rasch wieder verschwindende Rotfirbung 
im Gefolge hat. Dann setzt allmahlich die Griinfirbung ein, die mit 
der Cholesterinesterbildung einhergeht, und die im Gegensatz zur Rot- 
farbung nur langsam verlauft, wodurch die griinen Farbstoffe und deren 
weitere Reaktionsprodukte nebeneinander bestehen, bis samtliches 
Cholesterin in das dunkelbraune, harzige Endprodukt iibergefiihrt ist. 


Zum SchluB méchte ich Herrn Dr. med. M. 2. Bircher fiir die schatzens- 
werte Bereitwilligkeit, mit der er mir die Durchfiihrung dieser Unter- 
suchungen erméglicht hat, herzlichst danken. 


Literatur. 
1) C. Liebermann, B. 18, 1804, 1885; H. Burchard, Beitrage zur Kennt- 


nis der Cholesterine. Rostock 1889 (Diss.). 2) Miihibock u. Kaufmann, 
diese Zeitschr. 238, 222, 1931. 
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Elastizitatserscheinungen an Blutplasma und Blutserum 
im Kapillarviskosimeter. 
Von 
Gunnar Blix. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Upsala.) 
(Eingegangen am 7. November 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Durch Aufbewahrung von Blutplasma oder Blutserum bei + 40° 
wihrend einiger Stunden wird die Suspensionsstabilitat des durch 
Wiedervereinigung mit den Blutkérperchen regenerierten Blutes be- 
deutend erhéht. Es ist bemerkenswert, daB diese Stabilisierung aus- 
bleibt, wenn das Serum (Plasma) wahrend der Erwarmung Erschiitte- 
rungen ausgesetzt wird [Fahraeus (1)|. Zur Verhinderung der Stabili- 
sierung scheint schon eine unbedeutende Bewegung der Flhissigkeit 
zu geniigen (2). Die genannte Stabilisierung tritt also nur dann ein, 
wenn die Fliissigkeit wihrend der Warmebehandlung vollstandig in 
Ruhe gehalten wird. Die bedeutende Verainderung der Suspensions- 
stabilitat, um die es sich hier handelt, muB als Anzeichen einer ein- 
greifenden Veranderung im physikalisch-chemischen Zustande der 
Fliissigkeit aufgefaBt werden. Trotzdem ist es bisher nicht gelungen, 
zwischen geschiitteltem und nicht geschiitteltem Plasma (oder zwischen 
wirmebehandeltem und nicht warmebehandeltem Plasma) irgendeinen 
chemischen oder physikalischen Unterschied festzustellen, der sich mit 
der Veranderung der Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkérperchen 
in Zusammenhang bringen laBt. 

Es ist des 6fteren beobachtet worden, daB gewisse lyophile Kolloide 
ihre Viskositat durch mechanische Beeinflussung verindern. Wenn 
derartige Lésungen durch Schiitteln oder Umriihren stark bewegt 
werden, nimmt ihre Viskositéat ab; wenn man sie ruhig stehen Jat, 
werden sie zahfliissiger, und gewisse Lésungen kénnen dabei zu einem 
Gel erstarren. Diese reversible und isotherm verlaufende Erscheinung 
ist, wie bekannt, in jiingster Zeit als Thixotropie bezeichnet worden. 
Auch bei nicht gelatinierenden, thixotropen Fliissigkeiten hat man 
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angenommen, da die Zunahme des Str6mungswiderstandes bei Ver- 
wahrung in Ruhe auf Strukturbildung in der Fliissigkeit zuriickzufiihren 
ist, welche jedoch in diesem Falle zu geringfiigig ist, um eine sichtbare 
Gelbildung zu veranlassen. 

Es lag verhaltnismaBig nahe, zu vermuten, da die Verschiedenheit 
des Effektes der Warmebehandlung von ruhendem und bewegtem 
Plasma mit thixotropen Eigenschaften zusammenhingt.  Allerdings 
lieB sich kein so einfacher Zusammenhang annehmen, daB eine im 
Ruhezustand ausgebildete Struktur direkt die Sedimentation der roten 
Blutkérperchen hindernd beeinfluBt, da ja bei Raumtemperatur hin- 
sichtlich der Sedimentationsgeschwindigkeit kein nennenswerter Unter- 
schied zwischen geschiitteltem und nicht geschiitteltem Plasma _ vor- 
handen ist. 

Thixotrope Fliissigkeiten zeigen bei langsamer Str6mung Viskosi- 
titsanomalien, welche sich im Kapillarviskosimeter als Abweichungen 
vom Poiseuilleschen Gesetz zu erkennen geben. (Viskositatsanomale 
Fliissigkeiten besitzen aber demgegeniiber nicht immer thixotrope 
Eigenschaften.) Seit den Arbeiten von Hess und Rothlin (3) ist es 
bekannt, daB das Poiseuillesche Gesetz fiir Plasma und Serum bei 
geringem Druckgefalle nicht giiltig ist. Andererseits scheint nichts 
dariiber bekannt zu sein, ob Plasma und Serum thixotrope Eigenschaften 
besitzen. Es ist offenbar, daB die durch Strukturbildung in der Fliissig- 
keit verursachte Erhéhung des Strémungswiderstandes verhiltnis- 
maiBig um so stairker in Erscheinung treten muB, je kleiner der Druck- 
gradient ist. Zwecks Feststellung, ob Plasma thixotrope Eigenschaften 
besitzt, wurden daher Versuche ausgefiihrt mit einem Kapillarviskosi- 
meter, das derart eingerichtet war, daB es sich besser als die iiblichen 
Apparate fiir Messungen bei kleinen Druckunterschieden eignete. 
Aus weiter unten zu erérternden Griinden gaben die Messungen keine 
sichere Antwort auf die gestellte Frage. Im Laufe der Untersuchung 
wurden jedoch gewisse Erscheinungen beobachtet, die héchstwahr- 
scheinlich als Folge elastischer Eigenschaften der untersuchten Fliissig- 
keiten aufgefaBt werden miissen und die von solcher Art sind, daB 
ein kurzer Bericht iiber dieselben am Platze sein diirfte. 


Methodisches. 


Die benutzte Versuchsanordnung stimmt in mehreren wesentlichen 
Einzelheiten mit der von Fahraeus (4) beschriebenen tiberein. Etwa 10 em 
lange Glaskapillaren mit ungefahr 100 «4 Durchmesser wurden beiderseits 
an weitere Glasrohre (lichte Weite 1mm) angeschlossen, deren eines als 
VorratsgefaB, das andere als SammelgefaB fiir die durch die Kapillare 
strémende Fliissigkeit diente. Um bei langdauernden Versuchen Verdunstung 
der Fliissigkeit von den Wandungen des weiteren Rohres zu vermeiden, 


wurden die freien Enden mit Hilfe starker Gummiligaturen an etwa 2 em 
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lange und 150 4 weite WKapillaren angeschlossen, die threrseits wieder 
mit kurzen Glasrohren verbunden sind. Das eine von diesen Rohren endet 
im Freien, das andere kann iiber einen Dreiweighahn an ein Wasser- 
manometer und an einen Manostaten angeschlossen werden. Der Dreiweg- 
hahn ist stabil montiert, so daB das Viskosimeterrohr, ohne aus seiner Lage 
gebracht zu werden, wahlweise mit dem Manostaten Manometer oder 
der Luft in Verbindung gesetzt werden kann. Das Viskosimeterrohr war 
in einem etwas weiteren Glasrohr angebracht, das die Seitenwéinde eines 
WasserthermostatgefaiBes dicht hinter dessen vorderer Glaswand durch- 
setzt. Mit Hilfe eines vor dieser Glaswand angebrachten Zeissschen Meb- 
mikroskops wurde die Bewegung des Fliissigkeitsmeniskus im Sammel- 
gefaB beobachtet. Das MeBmikroskop gestattete eine Ablesungsgenauigkeit 
von 0,00lL mm. Bei Bewegung der Fliissigkeit betrug die Einstellungs- 
genauigkeit bei langsamer Bewegung + 0,002 bis 0,003 mm, bei rascher 
Bewegung war sie geringer. Die Zeit wurde mit der Stoppuhr bestimmt. 
Der Manostat war eine etwas modifizierte Form des von Rhodes und Hodge (5) 
beschriebenen. Unter ruhigen atmospharischen Verhaltnissen konnte mit 
diesem Manostaten der Druck oft wihrend mehrerer Stunden so konstant 
gehalten werden, daB sich am Manometer keine Veranderung ablesen lieB. 
Das Viskosimeterrohr wurde vor jedem Versuch mit warmer Chrom- 
schwefelsaure gereinigt, dann langere Zeit mit doppeltdestilliertem Wasser 
gespilt, und schlieBlich wurden einige Kubikzentimeter des im Versuch 
zu verwendenden Plasmas durchgesaugt. Es wurde genau darauf geachtet, 
daB die Fliissigkeit im Viskosimeter waihrend der Versuche eine zusammen- 
hangende Fliissigkeitssaule bildete und da die Schutzkapillaren frei von 
Fliissigkeit waren. 
Versuche und Diskussion. 


Schon bei den ersten Versuchen, die ausgefiihrt wurden, zeigte 
sich, daB sich das Plasma auch bei der Druckdifferenz Null, d. h. wenn 
beide Enden des Viskosimeterrohres mit der Luft frei in Verbindung 
standen, in langsamer Bewegung befand, welche Bewegung stundenlang 
nach Fillung des Rohres mit Plasma weiterbestehen konnte. Die 
Geschwindigkeit der Bewegung war von solcher GréBenordnung, da 
sie bei Versuchen mit einem Druckunterschied unter 10cm augen- 
scheinlich nicht vernachlassigt werden konnte. Rothlin (1. c.) erwahnt 
in seiner Arbeit ein ,,spontanes FlieBen und glaubt eine Korrektur 
dafiir dadurch anbringen zu kénnen, daB er einen Versuch bei Cbherdruck 
und einen bei Unterdruck ausfiihrt und den Mittelwert aus den ge- 
fundenen FlieBzeiten nimmt. Rothlin geht jedoch auf keine nihere 
Erérterung der Art oder Ursache dieses spontanen FlieBens ein. 


Es war offenbar notwendig, zunachst den Charakter dieser ,,spon- 
tanen’* Bewegung niher zu untersuchen. Es ergab sich bald, daB eine 
Druck- oder Unterdruckverschiebung der Fliissigkeitssiule in der 
fixierten Kapillare in der einen oder anderen Richtung nach Aufhebung 
der Druckdifferenz immer eine Fliissigkeitsbewegung in entgegen- 
gesetzter Richtung zur Folge hatte. Durch diese Eigenart der ,,spon- 
tanen‘‘ Bewegung war in erster Hand die Méglichkeit einer Gravitations- 
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bewegung ausgeschlossen. Ferner schied auch die Méglichkeit aus, 
daB die Bewegung auf einer Differenz der Oberflachenspannungsenergie 
an den beiden freien Endflichen der Fliissigkeitssiule beruhte, welche 
Differenz moéglicherweise durch einen Unterschied in der lichten Weite 
der Rohre hatte verursacht sein kénnen. Der RiickfluB erfolgt am 
schnellsten unmittelbar nach Aufhebung des Druckunterschiedes, 
nimmt dann mehr oder weniger rasch ab und hért schlieBlich ganz auf. 
Der in Abb. 1 wiedergegebene Versuch kann 





als typisches Beispiel dienen. Bs Pel aa? wae 

Bei einem Druckunterschied von 1,25em 9?) oo 
Wassersiule bewegt sich das betreffende — gz}-/ 
Plasma nach einer FlieBstrecke von 0.40 mm anit 
und einer FlieBdauer von 10,2 Minuten mit i = 
einer Geschwindigkeit von 0,036 mm_ pro ° 7 Sa ©! 
Minute. Sobald in diesem Zeitpunkt die a 


Druckdifferenz aufgehoben wird, setzt un- 

mittelbar eine Bewegung der Fliissigkeit in entgegengesetzter Rich- 
tung ein, welche die Fliissigkeitssiule wahrend der ersten Minuten 
um 0,015 mm zuriickverschiebt, dann rasch langsamer wird und 
schlieBlich nach etwa 100 Minuten nicht mehr merkbar ist. Der 
Vorgang macht unmittelbar den Eindruck einer Elastizititserschei- 
nung. Auch bei niherer Betrachtung diirfte sich kaum_ eine 
andere zufriedenstellende Erklarung finden lassen. Die hier als 
Relaxationskurven aufgefaBten RiickfluBkurven erinnern durch ihren 
allgemeinen Typus und durch die Zeitabhingigkeit an die Relaxations- 
kurven, welche Hatschek und Jane (6) mit Schwedoffs Apparat bei 
Gelatine- und anderen Solen erhalten haben. [Vgl. auch T'routon und 
Andrews (7) Relaxationskurven fiir Pech.|| Zur Erklarung des Riick- 
flusses diirfte auBer einem DeformationsprozeB in der Fliissigkeit 
moglicherweise auch ein durch die vorhergehende Druckverschiebung 
hervorgerufenes Strémungspotential zwischen Fliissigkeit und Glas- 
wandung in Betracht gezogen werden kénnen.  Erst kiirzlich hat 
Abramson (8) die Aufmerksamkeit darauf gelenkt, daB bei Versuchen 
mit schmalen Kapillaren und Fliissigkeiten mit geringer Leitfaihigkeit 
ein derartiges Strémungspotential merkbare Fehler bei Viskositats- 
messungen verursachen kann. Wenn man die physikalisch-chemischen 
Eigenschaften des Plasmas, die Weite der benutzten Kapillaren und 
schlieBlich den Umstand_ beriicksichtigt, daB Wasser unter denselben 
Versuchsbedingungen keinen merkbaren RiickfluB zeigt, ist es undenk- 
bar, daB die Ursache der hier becbachteten ,,spontanen’’ Bewegung 


von Plasma und Serum in einem Strémungspotential zu suchen ist. 
Versuche, die Erscheinung quantitativ zu studieren, scheiterten 
hauptsichlich daran, daB es unméglich war, sicher reproduzierbare 
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Ergebnisse zu erhalten. Nicht selten ergaben zwei unmittelbar nach- 
einander ausgefiihrte und identisch angeordnete Versuche groBe quanti- 
tative Differenzen. Dies diirfte hauptsachlich darauf zuriickzufiihren 
sein, daB die Relaxation oft auch nach Aufhéren des Riickflusses nicht 
volistindig ist, d. h., daB die Fliissigkeit beim Aufhéren der Bewegung 
noch nicht ihren elastischen Nullzustand erreicht hat. Die latente 
elastische Energie kann sich der elastischen Anspannung im folgenden 
Versuch mit gleichem oder entgegengesetztem Vorzeichen hinzufiigen. 
Hatschek und Jane (l.c.) haben bei ihren Untersuchungen analoge 
Verhiltnisse gefunden. 

Auf Grund verhaltnismaBig zahlreicher Versuche diirfte sich 
jedenfalls aussagen lassen, daB die Starke des elastischen Riickflusses 
(innerhalb gewisser Grenzen) weniger von der Geschwindigkeit als von 
der Wegstrecke der vorhergehenden Verschiebung abhangig ist. Eine 
kurzwegige Druckverschiebung gab bei im Verhaltnis 1 : 30 variierenden 
Geschwindigkeiten im allgemeinen denselben RiickfluB, wahrend eine 
Druckverschiebung um die zweifache Wegstrecke unabhingig von der 
Geschwindigkeit in der Regel einen bedeutend stirkeren Riickflub 
verursachte. 

Der elastische Widerstand von Plasma gibt sich auch dadurch zu er- 
kennen, daB bei Druckbewegung die Geschwindigkeit der Fliissigkeit bei 
kleinen Druckunterschieden und geniigend langer Versuchsdauer im Laufe 
des Versuchs meBbar abnimmt. Als Beleg sei der in Abb. 2 wieder- 
gegebene Versuch mit Pferde-oxalatplasma bei + 19,0°C und einem 
Druckunterschied von 0,67 cm Wassersiule angefiihrt. In der ersten 
Minute nach Beginn des Versuchs verschob sich das Plasma um 0,024 mm: 
nach etwa 100 Minuten betrug die Geschwindigkeit nur 0,003 mm 
pro Minute (und war dann kon- - 
stant), mithin eine Geschwin- mm#$272-¢ 1g.) gg) 
digkeitsabnahme um 87%. | 
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Abb. 3 veranschaulicht eine iiberraschende Erscheinung, welche 
das Studium unserer Frage noch mehr erschwert. Auch dieser Versuch 
wurde mit Pferde-oxalatplasma ausgefiihrt. Die Versuchstemperatur 
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war 20,0° C. — Nachdem das in das Rohr eingesaugte Plasma zur Ruhe 
gekommen war, wurde durch Zuriicksaugen der Fliissigkeitssiule um 
1,5 cm ein starker ,,Spontan‘’'-FluB (Abschnitt a in Abb. 3) eingeleitet. 
Nachdem die Fliissigkeit 4 Minuten lang ,,spontan‘: geflossen war, 
wurde das Plasma rasch (bei 1 in der Abbildung) bei einem Druckfall 
von 30 cm Wassersaéule 2 mm in der Richtung des ,,spontanen™ FlieBens 
gedriickt!. Dadurch wurde die Spontanbewegung einige Minuten lang 
vollstandig aufgehalten, um sich dann wieder — allerdings viel langsamer 
in derselben Richtung wie vorher fortzusetzen (Strecke b). Bei 2 in 
der Abbildung (12 Minuten nach 1) wurde die Fliissigkeit 0,55 mm 
gedriickt, und zwar wieder in der Richtung der Spontanbewegung. 
Das hat zur Folge, daB die Spontanbewegung einige Minuten ihre 
Richtung umkehrt und dann wieder ohne irgendwelchen auBeren Eingriff 
in die urspriingliche Richtung wibergeht (Strecke c).  Dasselbe Spiel 
wiederholt sich nach einer neuerlichen Druckbewegung (bei 3) von 
0,55mm (Strecke d), obwohl in diesem Falle die Richtungsumkehr 
spiter eintritt. Bei der Umkehr befindet sich die Fliissigkeit wihrend 
etwa 15 Minuten praktisch genommen in vollstindiger Ruhe. Bei 4 
in der Kurve wird wieder eine Druckbewegung wie bei 3 hervorgerufen. 
Der nun einsetzende SpontanfluB in entgegengesetzter Richtung kommt 
erst nach etwa 20 Minuten zum Stillstand; nach 15 bis 20 Minuten 
tritt dann eine Bewegung in der urspriinglichen FlieBrichtung ein 
(Strecke e). Eine neuerliche Druckverschiebung um 0,55 mm (bei 5 
in der Kurve) verursacht einen bedeutend starkeren RiickfluB in ent- 
gegengesetzter Richtung als frither (Strecke f), der nach etwa 30 Minuten 
aufhért. Wahrend der folgenden 30 Minuten ist die Fliissigkeitssdiule 
praktisch unbeweglich. Eine weitere Druckverschiebung um 0,55 mm 
zeitigte einen RiickfluB von 0,18 mm in einer Stunde (in Abb. 3 nicht 
mehr wiedergegeben) gegen 0,13 mm in der vorhergehenden Flieb- 
periode f und 0,24 bzw. 0,29 und 0,21 mm in drei folgenden analogen 
Perioden. Durch geeignete MaBnahmen lassen sich also in der Fliissig- 
keit zwei gleichzeitig in entgegengesetzter Richtung wirksame elastische 
Krafte auslésen, die sich wahrend verhaltnismaBig langer Perioden 
praktisch das Gleichgewicht halten kénnen. Wahrend dieses Ruhe- 
zustandes erfolgt natiirlich ein langsamer Ausgleich der elastischen 
Krafte (Ubergang in Warme). Wenn die Einzelgeschwindigkeiten 
dieser Ausgleichsvorginge wieder verschieden zu werden beginnen, 
kommt die Fliissigkeit neuerdings in Bewegung. 
Es ist offenbar, daB sich die oben beschriebenen Erscheinungen 
stérend geltend machen bei Untersuchung der Frage, ob die Viskositat 





1 


Diese wie auch die spateren Druckverschiebungen im Laufe des 
Versuchs sind in Abb. 3 nur durch vertikale Pfeile angedeutet. Die Kurve 
bezieht sich also nur auf den Verlauf des ,,Spontanflusses*. 
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der Fliissigkeit durch mechanische Einfliisse verindert wird. Bei 
Plasma und Serum war es auch nicht méglich, eine derartige Veranderung 
mit Sicherheit festzustellen, was natiirlich das Vorhandensein thixotroper 
Kigenschaften dieser Fliissigkeiten nicht ausschlieBt. Die Viskositats- 
untersuchungen lassen somit die aufgestellte Frage unbeantwortet, 
und zwar auch aus dem Grunde, daB die viskosimetrische Methode voll- 
stindig versagt in Fallen, wo die ,,Erstarrungszeit** sehr kurz ist. Wenn 
die Auffassung der RiickfluBerscheinungen als Elastizitatsphainomene 
richtig ist, kénnte man dies eigentlich als Anzeichen eines gewissen 
Gelcharakters von Plasma (Serum) betrachten. Zwischen Plasma, das 
kurz vorher durch mehrmalige Vor- und Riickverschiebungen (Cber- 
bzw. Unterdruck) im Viskosimeterrohr mechanisch beeinfluBt worden 
war, und Plasma, das im Rohr mehr als 20 Stunden ruhig gestanden 
war, konnte kein Unterschied hinsichtlich der Elastizitat festgestellt 
werden, was jedoch in Anbetracht der Mangel der angewandten Technik 
nicht viel besagt. Man muB8 insbesondere mit Riicksicht auf die Er- 
gebnisse der Versuche, die demselben Typus wie der Versuch in Abb. 2 
angehéren, eine gewisse Persistenz der Struktur auch wahrend der 
FlieBbewegung annehmen. 

Es sei ferner noch darauf hingewiesen, daB das Verfahren von 
Rothlin zur Anbringung einer Korrektur fiir das ,,spontane’ FlieBen 
aus offenkundigen Griinden illusorisch ist. Wenn man bei Viskositits- 
bestimmungen mit kleinem Druckgefalle den Einflu8 der elastischen 
Krafte méglichst beschrinken will, mu8 man offenbar mit kurzen 
Versuchsdauern arbeiten. Wenn man den Viskositatskoeffizienten bei 
variierenden Druckdifferenzen bestimmt, treten Abweichungen von 
Poiseuilles Gesetz bei je héheren Druckunterschieden auf, um so linger 
die Dauer der Versuche ist. Bei einer FlieBzeit von 1 Minute wurde 
Cbereinstimmung mit Poiseuilles Gesetz bei Druckunterschieden bis 
herab auf 2cm Wassersiule gefunden (Messung der FlieBstrecke). Wenn 
man bei kurzer Versuchsdauer eine Korrektur aus der Geschwindigkeit 
des ,,spontanen® FlieBens unmittelbar vor und nach dem Versuch 
anbringt, erhilt man gute Ubereinstimmung mit Poisewilles Gesetz 
bis herab zu Druckunterschieden von 0,7 bis 0,8 em, soweit also, als 
man iiberhaupt mit der angewandten Technik noch einigermaBen 
genaue Werte erhalten kann. Demzufolge scheinen die Abweichungen 
von Poiseuilles Gesetz, welche man mit Plasma und Serum bei niedrigem 
Druckgefille findet, hauptsichlich eine Folge der elastischen Krafte 
zu sein. 

SchlieBlich sei noch erwihnt, daB der elastische RiickfluB bei 
Pferdeplasma stirker ausgeprigt zu sein scheint als bei Menschen- 
und Kaninchenplasma und da8 er bei Raumtemperatur starker war 
als bei Kérpertemperatur. Es ware wiinschenswert, das Vorhandensein 
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der elastischen Eigenschaften bei Plasma (Serum) mit einer fiir diesen 
Zweck besser geeigneten Technik verifizieren zu kénnen, z. B. durch 
Untersuchung in einem Apparat von Schwedoffs Typus (siehe Hatschek 
und Jane, |. ¢.). 

Zusammenfassung. 

Eine Verschiebung von Plasma oder Serum in der einen oder 
anderen Richtung durch Uberdruck oder Unterdruck in einem horizon- 
talen Kapillarrohr ruft nach Aufhebung der Druckdifferenz immer 
eine Bewegung der Fliissigkeit in entgegengesetzter Richtung hervor. 
Diese ,,spontane’’ Bewegung wird als eine Elastizititserscheinung 
aufgefaBt. Die elastischen Eigenschaften von Plasma geben sich bei 
Benutzung kleiner Druckgradienten und bei geniigend langer Versuchs- 
dauer auch als gut meBbare Abnahme der Bewegungsgeschwindigkeit 
der Fliissigkeit zu erkennen. Die Abweichungen von Poiseuilles Gesetz, 
die bei geringen Druckunterschieden auftreten, scheinen wesentlich 
durch das Hervortreten dieser elastischen Krafte bedingt zu sein. 


Literatur. 
1) Fahraeus, Acta Med. Scand. 65, 1, 1921. 2) Derselbe, Privat- 
mitteilung. 3) Rothlin, Zeitschr. f. klin. Med. 89, 233, 1920. 4) Fahraeus, 
Amer. J. of Physiol. 96, 562, 1931. — 5) Rhodes u. Hodge, nach Barr, A Mono- 


graph of Viscometry. London 1931. 38. 69. 6) Hatschek u. Jane, WKolloid- 
Zeitschr. 39, 300, 1926. 7) Trouton u. Andrews, Phil. Mag. Ser. 6, 7, 347, 
1904. 8) Abramson, J. gen. physiol. 15, 279, 1932. 


3, 4-Dioxyphenylessigsiure, Farbvorstufe der Fliigeldecken 
des Mehlkifers, Tenebrio molitor L. 


Von 


Hans Schmalfub, Alfred Heider und Kurt Winkelmann. 
(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 
(Eingegangen am 7. November 1932.) 

Mit 1 Abbildung im Text. 


An einigen Beispielen aus dem Pflanzenreich! haben wir gezeigt, 
wie dort Dunkelungsvorginge bedingt sind und sich abspielen. Aus dem 
Tierreich griffen wir den Mehlkafer heraus und untersuchten am frisch 
geschliipften farblosen Kafer den Dunkelungsvorgang nach dem Tode?. 
Der Mehlkafer, Tenebrio molitor L., war hierfiir besonders geeignet, 
weil er am Ende der Entwicklung gleichmaBig dunkelbraun gefarbt 
ist. In den Fliigeldecken des ausgefirbten Mehlkafers entdeckten wir 
1929% als Farbvorstufe o-Dioxybenzolstoff. In dieser Arbeit wird 
gezeigt, daB 3, 4-Dioxyphenylessigsiure vorliegt. 3, 4-Dioxypheny]- 
essigsiure ist damit unseres Wissens erstmalig im Wesenreich einwand- 
frei ‘nachgewiesen worden. 


Herstellen des Auszugs. 
Wir zermahlten die Fliigeldecken* in einer Kugelmiihle. Dann ent- 
fetteten wir 85 g des Pulvers®, entsprechend etwa 19000 Fliigeldecken, 


1 H. Schmalfug, H. Barthmeyer u. H. Brandes, diese Zeitschr. 189, 
230, 1927; 190, 424, 1927; H. SchmalfuB u. A. Heider, ebenda 236, 226, 1931. 
2 H. SchmalfuB u. H. Barthmeyer, diese Zeitschr. 223, 457, 1930. 

3 Dieselben, Zeitschr. f. indukt. Abstammungs- und Vererbungslehre 
53, 118—119, 1929. 

4 Die gesamten Mehlkaéfer wurden von dem Mehlkaferkenner, Herrn 
H.Gebien, Hamburg, untersucht und als einheitlich der Art Tenebrio 
molitor L. angehérig erklirt. Wir danken Herrn Gebien fiir diese Priifung. 

5 Das Pulver muB méglichst sofort verarbeitet werden, weil die Farb- 
vorstufe nicht mehr so geschiitzt ist wie in den ganzen Fliigeldecken. 
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mit Petrolather vom Siedepunkt 50 bis 60°.. Dem Pulver entzogen wir 
die Farbvorstufe im Verlauf von 70 Stunden mit dreimal 500 cem 
Methylalkohol. 


Mit Methylalkohol fliichtige Farbvorstufe fehlt. 


Wir verdampften 50 cem des methylalkoholischen Auszugs, ver- 
fliissigten den Dampf und fingen drei Anteile auf. Im Gegensatz zum 
Riickstand farbten sich die drei Anteile nicht mit Eisen (I11)-chlorid, 
auch nicht nach weiterem Zusatz von Natriumcarbonat. Setzten wir 
im Gegenversuch dem tbergetriebenen Methylalkohol wenig Brenz- 
katechin zu, so erhielten wir die erwarteten Farbungen Griin und 
Rot. Vor dem Abtreiben zugesetztes Brenzkatechin war im Nachlauf 
nachweisbar. 


Gewinnung der Farbvorstufe. 


Nun engten wir die Hauptmenge des methylalkoholischen Aus- 
zuges unter Minderdruck auf 190 ccm ein. Wir versetzten mit 700 ccm 
Ather, filtrierten den entstandenen Niederschlag ab und entzogen ihm 
noch anhaftende atherlésliche Farbvorstufe mit Ather. 


Die atherische Lésung dampften wir unter Minderdruck ein bis 
zur Zihfliissigkeit. Der gréBere Teil léste sich dann in 70 ccm heiBen 
Wassers. Wir filtrierten das Ungeléste ab und befreiten es mit heiBem 
Wasser von Resten der Farbvorstufe. Die Gesamtfliissigkeit engten 
wir unter Minderdruck auf 15 ccm ein und 4therten die Farb- 
vorstufe erschépfend aus. Die atherische Lésung hinterlieB ein dunkel- 
braunes Ol. 


Wir lésten das] in 10 ccm Ather und versetzten so lange mit kleinen 
Mengen Petrolither vom Siedepunkt 50 bis 60°, bis sich ein bleibender 
éliger Niederschlag an den GefaBwandungen absetzte. Die abgegossene 
Lésung versetzten wir wiederum mit Petrolither und so fort, bis sich 
beim Reiben schlieBlich Kristalle aus der Lésung abschieden. Wir 
verteilten alle Niederschlage einzeln in Petrolither und listen im 
heiBen Wasserbad mit moéglichst wenig Ather. Beim Abkiihlen schied 
sich die Farbvorstufe aus. Durch planmaBiges Reinigen erhielten wir 
schlieBlich auf diese Weise gelblich weiBe Kristalle vom F. 127°. Die 
Gesamtausbeute betrug 35 mg. 

Durch Emporlautern (Sublimieren) bei einem Druck von 0,02 mm Hg 


und 120 bis 125° stieg der Schmelzpunkt auf 129,5°*. 


* Dieser Schmelzpunkt ist berichtigt (korrigiert) angegeben. 
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Bau der Farbvorstufe. 
1. Verbrennungen. Stickstoff und Asche sind abwesend. 
I. 4,906 mg: 10,25 mg CQO,; 2,24 mg H,O. 
Il. 3,286 mg: 6,88 mg CO,; 1,47 mg H,0O. 
C,H,O, Gef.: I. C 56,98, H 5,11%,; II. C 57,10, H 5,01°. 
Ber.: C 57,12, H 4,80°%. 


2. Molekulargewichtsbestimmung nach Rast'. 
I. 0,176 mg in 1,453 mg Campher vom F. 181,5°; Erniedrigung 28°. 
II. 0,151 mg in 1,201 mg Campher vom F. 181,5°; Erniedrigung 32°. 
C,H,O, Gef.: I. 173; II. 157. 
Ber. : 168. 


Kiinstliche 3, 4-Dioxyphenylessigsiure? (C,H,O,) gab im Vergleich 
162 und 173. Die gefundenen Zahlen weisen schon auf 3, 4-Dioxy- 
phenylessigsiure hin. Den Beweis fiihrten wir wie folgt. 


3. Zwei Sauerstoffe sind in OH-Gruppen benachbart an einem 
Benzolkern gebunden. Wiasseriges Eisen (III)-chlorid farbt griin, 
wasseriges Natriumcarbonat dann rot?. 


4. Zwei weitere Sauerstoffe sind in einer COOH-Gruppe gebunden. 


Wir lésten etwas unseres Stoffes aus Mehlkafern in Wasser und 
schiittelten mit der gleichen Menge Ather aus. Der Verdampfungs- 
rickstand einiger Tropfen der atherischen Lésung gab, mit Wasser 
aufgenommen, Griin- und Rotfarbung mit Eisen (III)-chlorid/Natrium- 
carbonat. 

Der itherischen Lésung lieB sich die gesamte Siure mit Natrium- 
hydrocarbonat entziehen, so da8 im Atherriickstand kein o-Dioxy- 
benzolstoff mehr nachweisbar war. Gesichert wird der Beweis durch die 
spaiter aufgefiihrte Umwandlung unseres Stoffes in 3, 4-Dimethoxy- 
phenylessigsaure. 

5. Andere Bausteine als Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff 
fehlen. Nachdem zwei Sauerstoffe in OH-Gruppen am Benzolkern 
und zwei weitere Sauerstoffe in einer COOH-Gruppe festgelegt sind, 
ergibt sich aus den Verbrennungen, daB keine anderen Bausteine als 
Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff vorhanden sind. 


' K. Rast, Ber. 55, 1051, 1921. 

2 Die 3, 4-Dioxyphenylessigsiure wurde gewonnen durch _ Ent- 
methylieren mit rauchender Salzsaéure aus 3, 4-Dimethoxyphenylessigsaure, 
die wir Herrn Prof. Kindler, Hamburg, verdanken. 

8 Nach unserer Ausfiihrungsform: H.SchmalfuB u. H. Barthmeyer, 
Mikrochem. 8, 249, 1930. 
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6. Zahl und Stellung der Seitenketten. Erwiesen sind bislang ein 
Brenzkatechinkern und eine COOH-Gruppe. Unterzubringen ist noch 
CH,. Es kann als CH,-Gruppe am Kern haften oder den Kern mit 
der COOH-Gruppe verbinden. 

AuBerdem ist noch die Anordnung der kohlenstoffhaltigen Gruppen 
am Brenzkatechinkern zu kliren. Die fraglichen Stoffe haben folgende 
Schmelzpunkte : 


‘. OH 5. OH COOH 
| | 
HO-. \S—CH,—COOH HO— 
F. 127—128° *, wp 
CH, 
unbekannt. 

2. HO CH,.COOH 

HO -— h | | 

\ HO— —~COOH 


F. 103—104° **, — 
Zersetzungspunkt 200—202° 77. 


3 OH COOH t. OH 
| | : 
_ \ ai HO- —COOH 
a —— £83 / 
Zersetzungspunkt 165° ¢**, CH, 
unbekannt. 
4. OH COOH 8. OH 
ey 
HO—< é HO— —COOH 
“ey | 
OH; CHs 
F. 204° 7. unbekannt. 


Nach dem Schmelzpunkt unseres Stoffes 129,5°t tt lag es am nachsten, 
von allen diesen Stoffen die 3, 4-Dioxyphenylessigsiure in Betracht 
zu ziehen. Eine gleichzeitige Bestimmung ergab: 

Stoff aus Mehlkifer 129,5°+7t, kiinstliche 3, 4-Dioxyphenylessig- 
siure 130,5°+++t, ihr Gemisch 130,5° ttt. 

Daraus ergibt sich, daB der Stoff aus Mehlkafern 3, 4-Dioxypheny]- 
essigsiure ist. Wir sicherten diesen Befund weiter durch Uberfiihren 
in 3, 4-Dimethoxyphenylessigsaure. 


* F. Tiemann u. N. Nagai, Ber. 10, 207, 1877; A. Pictet u. A. Gams, 
Ber. 42, 2949, 1909. 
** W. Mosimann u. J. Tambor, Ber. 49, 1258, 1916. 
*** Hlasiwetz u. Gilm, Jahresber. d. Chem. 1864, 8S. 407. 
+ D.R. P. Nr. 81298, Friedlander 4, 121, 1892. 
+t W. Perkin, Soc. London 109, 825, 1916. 
+tt+ Dieser Schmelzpunkt ist berichtigt (korrigiert) angegeben. 
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Meth ylierung. 


10 mg unseres Stoffes aus Mehlkafern versetzten wir unter Durch- 
leiten von Stickstoff in einem Glischen mit 8 Tropfen 40 °,iger Kalilauge 
und 12 Tropfen Dimethylsulfat und schiittelten 10 Minuten. Nach dem 
Verbrauch versetzten wir mit weiteren 8 Tropfen Lauge und 12 Tropfen 
Dimethylsulfat und schiittelten 15 Minuten. Wir erwirmten mit 
weiteren 8 Tropfen Lauge 30 Minuten im siedenden Wasserbad und 
verseiften so den entstandenen 3, 4-Dimethoxyphenylessigsaure- 
methylester zum Kaliumsalz der 3, 4-Dimethoxyphenylessigsaure. 
Denn der Ester ist fliissig (nach Mitteilung von Herrn Prof. Kindler, 
Hamburg). Die methylierte Siure dagegen schmilzt bei 97°. 

Nach dem Abkiihlen iibersiuerten wir mit 4 Tropfen rauchender 
Salzsiure und schiittelten dreimal aus mit je 10 cem Ather. Der lige 
Riickstand der atherischen Lésung blieb noch 10 Minuten unter Minder- 
druck im siedenden Wasserbad, um Wasser zu entfernen. Wir lésten 
das Ol in der Hitze mit 4 Tropfen Benzol und versetzten bei anfangs 
etwa 60° mit so viel Petrolither vom Siedepunkt 50 bis 60°, daB die 
Lésung gerade getriibt wurde. Durch einen Tropfen Benzol beseitigten 
wir die Triibung und lieBen erkalten. Dabei triibte sich die Lésung 
durch ausfallendes Ol. Beim Reiben mit einem Glasstab kristallisierte 
die 3,4-Dimethoxyphenylessigsiure. Nach 30 Minuten gossen wir 
die Mutterlauge ab und rieben die Kristalle auf Ton. Sie waren noch 
schwach gelbgrau. Bei 100° und 0,02 mm Hg-Druck emporgeliutert 
(sublimiert) schmolz der Stoff aus Mehlkafern nach dem Methylieren 
bei 97°*, die kiinstliche 3, 4-Dimethoxyphenylessigsiure bei 98°*, 
der Mischschmelzpunkt lag bei 98°*. 

Bei allen ausgefiihrten Priifungen iiber den Bau verglichen wir 
den Stoff aus Mehlkafern mit kiinstlicher 3, 4-Dioxyphenylessigsaure. 
Die. beiden Stoffe stimmten iiberein. 

Zum weiteren Vergleich fiihrten wir noch einige Umsetzungen aus. 
Unser Stoff und kiinstliche 3, 4-Dioxyphenylessigsiure gaben mit 
2, 6-Dichlor-1-chinon-4-chlorimid! ein Violett. 

Mit Millons Lésung? entstand in beiden Fallen nur ein Braun. 
Nach Vaubel® wire ein Rot zu erwarten. Aber auch 3, 4-Dioxypheny!- 
propionsiure und manche andere o-Dioxybenzolstoffe verhalten sich 
nach unseren Erfahrungen ebenso‘. 


* Dieser Schmelzpunkt ist berichtigt (korrigiert) angegeben. 

1 H. Gibbs, J. of biol. Chem. 72, 653, 1927; s. auch H. Schmalfuf 
u. H. Barthmeyer, Mikrochem. 8, 250, 1930. 

2 Nach unserem Feinverfahren, Mikrochem. 8, 251, 1930. 

3 W. Vaubel, J. f. prakt. Chem. [2] 57, 388, 1898. 

4 Wir gedenken dariiber zu berichten. 
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SchlieBlich zeigten wir noch. das die 3, 4 Dioxvphenvlessigsaure 


Farbvorstufe ist: 


Priifstreifen! aus Mehlwiirmern (Larve von Tenebrio molitor L. 
werden rotbraun*® angefarbt. Wie untere Schwelle der Farbbildung liegt 
bei emer m 28800 Léosung. sowohl fiir die gvepufferte® wie fiir die un- 


gepufferte Lésung 4. 


‘tibballd 





woe 





ae 
# 
Jeweils letzter Streifen: Gegenversuch im Wasser 
Abb. 1 
3, 4-Dioxyphenylessigsiure und Stoff aus Mehlkafer Verdiinnung jeweils aufs Doppelt 


beginnend mit einer m 450 Losung 


* 3, 4-Dioxyphenylessigsiiure ** Stoff aus Mehlkafern 


Zusammenfassung, 


Die ausgefarbten Fliigeldecken des Mehikiafers, Tenebrio molitor L., 
enthalten 3, 4-Dioxvphenylessigsiure als Farbvorstufe. Dieser Stoff 
wurde erstmalig im Wesenreich einwandfrei nachgewiesen. 

Ob noch andere Farbvorstufen im Mehlkifer vorkommen, wird 
noch gepriitt. Die Untersuchungen iiber Farbvorstufen werden fort- 
gesetzt. 


Die Justus Licehig-Stiftung forderte unsere Arbeiten. Wir danken 
fiir die Beihilfe. 


1 K. Hasebroek, Fermentforschung 7. Lff.. 1923: M1. SchmalfupB. ebenda 
S, 4. 1924; H.SchmalfuB u. H. Barthmeyer, Zeitschr. ft. indukt. Ab- 
stammungs- und Vererbungslehre 53, 67, 1929. 

2 Ahnlichen Farbténen begegneten wir ganz allgemein, wenn wir dunkle 
Fligeldecken anderer Kafer mit Wasser auszogen und mit Priitstreifen 
aus Mehlwiirmern umsetzten. 

8 Phosphatpufter py 7.35. 

1 Die Dunkelungsversuche fiihrten Helene Schmalfup, geb. Barthme yer 
gemeinsam mit C. Hiiser aus. 
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Der Ersatz des Kraftfuttereiweibes bei der Fiitterung 
von Milchkiihen durch Ammoniumbicarbonat. 


Von 
Paul Ehrenberg und Herbert Briese- Breslau. 
(Aus dem Agrikulturchemischen und Bakteriologischen Institut der 
Schlesischen Friedrich Wilhelms-Universitat. ) 


(Eingegangen am 10. November 1932.) 


Kinleitung. 

Eine Verwertung von unter Absattigung verfiittertem Ammonium 
bicarbonatstickstoff bei der Milchbildung erscheint als zum mindesten recht 
moglich. Ich fiihre folgende Bilanzfeststellungen aus friiheren Versuchen 
meines Instituts an: 


Milechversuch; starkster EiweiBersatz!. 





Grundfutter 
tiere 
Stickstoff des 


Ersatzfuattertiere 


seige erte Stickstoff des 
Pe oan contaaiaien mealies a 

SO. ee 115.1 3L.7¢ 13732 
Fir Erhaltung nach Ke/ll- 

ner erforderlich . . . HO 8 2 54.2 ¢ 
Fir Milch- und Fleiseh- 

bildung verfiigbar . . 29.1¢ 82.8 ¢ 
In der Miloh. ..... 44,8 ¢ 41.8¢ 
Ausnutzung somit . . . Es aiberschreitet der in der Milch wieder- 59,5 % 


gewonnene Stickstott ohne Abzug irgend- 

welcher Stickstoffmengen fiir die Er- 

haltung bereits den im Futter verab- 
reichten E:weibstickstoff 


Versuch E. Paasch mit Milchziegen *. 





Durehschnitt von vier Paralleltieren. Durchsehnitt von 


Ersatzfutterperiode : zwei Grandfutter 
perioden 


Beigefiitterter Stickstoff des ver- Stickstoff des ver- 
Ammoniakstickstoft daulichen EiweiBes daulichen Eiweiles 


Im Futter... a 12¢ 13.9¢ 25.9 ¢ 
Fir Erhaltung nach Kel/- 


ner erforderlich 25¢ 2.5¢ 
Fleischansatz oder dgl.* . 24¢ 3.5¢ 
Fir Milchbildung verfiig- 

ae 91g 20.0 ¢ 
In der Milch : 75¢ 6.8¢ 
Ausnutzung somit ... 82,4 ° 34,0 % 


' P. Ehrenberg, E. Ungerer u. H. Klose, diese Zeitschr. 245, 118, 1932. 
2 Diese Zeitschr. 160, 333, 1925. Siehe 8S. 336, 338/339, 356/357. 
3 A.a.O. S. 354. 
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Ersatzfuttertiere 


Grund 


futtertiers 


Ersatzfuttertiere 


Grund 


futtertiers 


Bei- Stickstoff Stickstoff Bei- Stickstotf Stickstofl 
gefiitterter des ver- des ver- gefiitterter des ver des ver- 
Ammoniak- daulichen daulichen Ammoniak- daulichen daulichen 


stickstoff Eiweibes 


Eiweibes 


Versuch E Paasch mit 


Milchkitihen ! 


stickstoff Eiweibes 


Eiweiles 


Versuch H. Bareiss mit 


Milehkihen * 





Im Futter . ee BS oe 56g 110,.0¢ 603 ¢ T52e¢ 1296¢ 
Fir Erhaltung nach 

Kellner ertorderlich 40 ¢ 40 ¢ 40 9 40 ¢ 
Fiir Milchbildung 

verfiigbar  . 16.0 ¢ 70.0 ¢ 35.2 9 89.6 © 
In der Mileh 32.7 ¢ 36,3 ¢ 49.9 4559 

weit iiber weit tiber 

Ausnutzung somit . 100°, 51S 100°, 50S | 


Es blieb indes tibrig, in einer langfristigen Arbeit und unter weitere: 
Ausdehnung der Zahl der Versuchstiere den schliissigen Beweis hiertiir 
zu versuchen. Das lag um so naher, als inzwischen die Bereitstellung 
organischer Ammoniumsalze mit Hilfe von Ammoniumbicarbonat und 
Sauerschnitzeln oder anderem Sauerfutter eine wirtschafthch durchaus 
erwagenswerte Mdéglichkeit der Verfiitterung von Ammoniumsalzen bot. 


Die Versuche " 


a) Einrichtung derselben. 


Die Durchfiihrung des Versuchs wurde in dankenswertester Weise durch 
die GroBherzoglich-Sachsische Verwaltung der Herrschaft Heinrichau aut 
Gut Moschwitz gestattet. Herrn Oberinspektor MWiiller sind wir fiir seine 
liebenswiirdige Unterstiitzung zu besonderem Dank verpflichtet, ebenso 
der Patentabteilung der I. G. Farbenindustrie in Ludwigshafen am Rhein. 


Hauptziel des Versuchs war, eine gréBere Anzahl von Milchkiihen 
annahernd gleicher Beschaffenheit und Milchleistung zum Teil in tiblicher 
Weise zu tiittern, zum Teil ihnen das Kraftfuttereiweif durch Ammonium 
bicarbonat zu ersetzen, das durch Zusammenmischen mit Sauerschnitzeln 
in organisch-saures Ammoniumsalz tiberfiihrt worden war. So ist denn vom 
16. Dezember 1930 bis zum 2. Mai 1931 mit neun Grundfutterkithen und 
acht Ersatzfutterkiihen in Moschwitz der Ersatz des gesamten Kraftfutters 
durch Ammoniumbicarbonat durchgefiihrt worden. Im voraus darf be- 
richtet werden, dali weder wahrend des Versuchs, noch spater bis zum 
Ende des Jahres 1931 irgendeine Erkrankung der Versuchstiere infolge 
der Beifiitterung eingetreten ist. Dabei war die Beschaffenheit der Sauer- 
schnitzel durchaus nicht eine stets voll befriedigende, namentlich war der 
Saéuregehalt ein schwankender. So war die Absattigung des Ammoniurn- 
bicarbonats keine jederzeit allen Anforderungen entsprechende. 


Die Versuchstiere: Es handelt sich um Kiithe des schwarzbunten 
Niederungsviehes. 


Landwirtschaftl. Jahrb. 64, 514, 1926.  Siehe S. 504, 507, 511, 517. 


2 J. f. Landwirtsch. 75, 265, 1927. 


Siehe S. 278, 286, 291. 
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Grund futtertiere Ersatzfuttertiere 
Anfangs- ; Anfangs- 
- ; Milchmenge ue. Milchmenge 
Anfangsgewicht am 16. XII. 1930 Anfangsgewicht am 16. XII. 1930 
kg kg kg kg 
222 549 16,7 234 541.6 16.8 
205 620 15.5 408 683 15.6 
148* 601 14,5 197** 587.6 16.0 
106 6405 17,4 213 540.6 25.3 
237 570,6 20,9 149 681 22.7 
3977 693,7 21,7 42477 664.5 26,4 
1367 736 21,7 210 673.6 22.7 
$1 683.6 25,1 218 579.5 15,0 
226 555.6 16.4 
* Am 29.1. durch 124 ersetzt. ** Am 29. 1. durch 106 ersetzt. 
+ Am 29. 1. durch 206 ersetzt. ++ Am 29.1. durch 136 ersetzt 
Spiter eingestellte Grund- Spiter als Ersatztiere 
futtertiere umgestellt 
Nr. Anfangs- Nr. Anfangs- 
Milechmenge , Milehmenge 
Anfangsgewicht — am 16. XII. 1930 Anfangsgewicht = am 16. XII. 1930 
kg kg kg kg 
206 623.0 11,3 106 582.4 15,7 
124 558.0 14.9 136 692.3 13,7 


Auch das verfiigbare Heu des Grundtutters war von wenig guter Be- 
schaffenheit. Ebenso muften, da die Liiftung des Stalles keine gute war. 
haufig die Stalltiiren geéffnet bleiben. Das bedingte Abkiihlung und Zugluft. 
Die letzten 10 Tage vor Beginn des Versuchs waren die Tiere besonders 
stark gefiittert worden. Hierdurch erklart sich der zuerst zu verzeichnende, 
zum Teil recht starke Abfall in der Mileh bei Beginn des Versuchs. Doch 
wurde eine angemessen lange Vorfiitterung innegehalten, vom 12. Dezember 
1930 bis 2. Januar 1931 einschlieBlich, so dab Zeit genug war, die Wirkung 
des friiheren Futters abklingen zu lassen und bei den Kiihen, welche 
Ammoniumbicarbonat im Futter erhielten, diese Zutat in etwa 6 Tagen 
allméhlich in die Futtergabe einzufiigen. Diesen Tieren wurde vom Beginn 
dieser Fiitterung an je Tag und Stiick 20 g Kochsalz und 150 g phosphor 
saurer Futterkalk gereicht, da die Mineralstoffe ersetzt werden sollten. 

Die Tiere wurden nach Leistung gefiittert. Sobald sich eine irgendwie 
beachtenswerte Vermehrung oder Verminderung des Milchertrages einer 
Kuh bei der taglichen Milchfeststellung ergab, wurde nach einer vorhet 
aufgestellten Tabelle entweder eine bestimmte Menge Kraftfuttergemisch, 
oder entsprechend Ammoniumbicarbonat mit den zugehérigen Energie- 
tragern zugefiigt oder abgezogen. Dabei wurde je Liter Milch fiir Gruppe A: 
0,06 kg Sojaschrot, 0,045 kg ErdnuBkuchenmehl, 0,045 kg Sonnenblumen- 
kuchenmehl, fiir Gruppe B: 0.0475 kg Ammoniumbicarbonat, 0,1 kg 
Reisfuttermehl und 0.1 kg Melasse abgezogen oder zugelegt. Die Zugabe 
von Reismehl und Melasse fiir die Ammoniakreihe war erforderlich, da 
das Ammoniumbicarbonat wohl stofflich als EiweiBersatz auftreten kann, 


dagegen keine fiir das Tier verwertbaren Energiemengen enthalt. Die kleine 
Menge. welche das Reismehl an verdaulichem Eiwei®B enthielt. fand bei 
der Berechnung des verabfolgten verdaulichen Eiweifes selbst verstandlich 
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Beriicksichtigung. Die Melasse enthielt kein verdauliches EiweiB. Ab- 
sichtlich wurden diese beiden Handelsfuttermittel als Energietrager zum 
Ammoniumbicarbonat hinzugefiittert, um den Versuch vor Unklarheiten 
zu bewahren. Man hatte auch, und das wird bei dhnlichen MaB- 
nahmen in der eigentlichen landwirtschaftlichen Praxis naheliegen, die 
dem Ammoniumbicarbonat fehlende Energiemenge durch ein geeignetes 
Wirtschaftsfuttermittel ersetzen kénnen, etwa rohe oder gedaémpfte Kar- 
toffeln, Runkelriiben oder Trockenschnitzel, auch eine weitere Zulage von 


sauren Schnitzeln. Das hatte aber vermutlich starkere Abweichungen 
der Fiitterung der Ammoniakreihe von der Kraftfutterreihe hinsichtlich 
der Masse des Futters mit sich gebracht. Von dem schlechten Heu lieBen 


die Kiihe nicht selten Reste zuriick. Da auch die Spreu mehrere Male 
wechselte, und zeitweise durch Haferstrohhacksel ersetzt werden mubBte, 
so ergeben sich Ungleichheiten in der Beschaffenheit des Grundfutters. 
Dieselben wurden indes stets durch Analyse der neu eintretenden Heu- 
und Spreusorten und dergleichen beriicksichtigt, und endlich gelangte stets 
an alle Versuchskiihe, sowohl die mit Olkuchen wie die mit Ammonium- 
bicarbonat versorgten, die gleiche Sorte Heu bzw. anderes Grundfutter 
zur Verabfolgung. 

Als Grundfutter wurden, nach einiger Zeit der Gew6hnung, den Tieren 
beider Reihen gleichmaBig 60 kg Sauerschnitzel, 3,5kg Heu und 2 kg 
Weizenspreu gereicht. Das Ammoniumbicarbonat wurde in wenig Wasser 
gelést mit den Sauerschnitzeln vermischt. Dabei wurde darauf geachtet, 
da8 mdéglichst nach griindlichem Durchmischen und Beendigung der Um- 
setzung das Futter immer noch sauer reagierte. Zur Priifung wurden auch 
haufig Saurebestimmungen in den Schnitzeln durchgefiihrt. Bei den Kiihen, 
welche wihrend des Versuchs neu in die Ammoniakreihe eintreten muBten, 
da man andere hier ausschied, verminderte sich die Dauer der fiir den 
Versuch in Betracht kommenden Fiitterungszeit von 120 Tagen auf 110, 
da die fiir die allmahliche Einfiihrung des Ammoniumbicarbonats erforder- 
lichen Tage natiirlich fiir die Beobachtung ausfallen muBten. Es wurde 
dreimal am Tage gemolken, zweimal gefiittert. Wasserversorgung erfolgte 
fiir alle Kiihe gleichmabBig. 


b) Versuchsergebnisse. 

Von den Versuchskiihen hielten auf jeder Seite je sechs den Versuch 
ohne Veranderungen durch; drei, Nr. 148, 197 und 424, wurden am 
29. Januar herausgenommen und durch andere ersetzt. Kuh Nr. 148 
war ziemlich im Milchertrag gesunken, auch bereits vor Beginn des 
Versuchs 4 Monate tragend. Kuh Nr.197 wurde vom Tierarzt be- 
handelt und zeigte bereits wenige Tage nach Beginn des eigentlichen 
Versuchs jihen Milchriickgang. Auch Kuh Nr. 424 erschien zeitweilig 
krank, magerte ab und wies gelegentlich starken Milchriickgang auf. 

Kiihe Nr. 124 und 206 wurden als Ersatz neu eingestellt, und Kuh 
Nr. 106, die bis dahin als Kraftfutterkuh nebenbei gefiittert worden 
war, als Ammoniakkuh umgestellt, ebenso Nr. 136. Derart ergeben 
sich fiir jede der beiden Gruppen sechs Tiere, welche den Versuch 
ohne Veranderung durchgemacht haben, und zwei Tiere, die nach etwa 
26 Versuchstagen durch andere ersetzt wurden. Kleine Stérungen im 
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Wohlbefinden der anderen Tiere kamen gelegentlich vor, gingen aber 


rasch voriber. 


Die Tiere konnten leider nicht so haufig gewogen werden, wie dies 
angestrebt war, denn die ungiinstige Witterung hinderte durch Schnee 


und Vereisung nicht selten das Hinausfiihren zur Waage. 


Gewicht der Versuchskiihe (Reihe Kraftfutter) in kg: 





Tag Nr.: 222 205 148 237 3977 136 81 226 106 


11. XI. ../|} 549 |620 | 601 570,6 693,7 736 | 683.6 555.6 640.8 


Mittel Wit | 498,8 603.2 563,9 | 522,6 649.5 697.3 621,0 5263 599.5 





Mittel 


627,8 


586.9 





galittel Norm | 479,2 596.3 5594 519.8 6396 6914 609.1 511,1 5868. 577.0 
Nr. : 124 206 
Mittel vom 29. u. 30. I. 556.6 623.1 
222 205 124 237 3977 206 81 226 106 
oft OST. | 4988 619 581 528.7, 656,9 627.2 645.4 5222 584.9 
Pag ogy 518.4 688 572,38 533.6 660,38 636.1 653.1 532.4 593.0 
ores wi 533,1 649,38 5868 546.5 679,6 652 | 681,4 535.9 608,1 
Anfang Jan. | 313 


bis Ende April 


j+ 34,3 + 46,1 + 23,0 -+ 23.9 + 30,1 + 23.1 + 604+ 9,6 + 


Das Sinken der Gewichte der Versuchskiihe im Januar diirfte durch 
die Winterkalte bedingt sein. Diese fiihrte auch noch zu einer Herab- 


minderung der Milchertrige?. 


Gewicht der Versuchskiihe (Reihe Ammoniak) in kg: 





Tag Nr.: 234 408 197 213 149 424 210 218 


11. XI. - -| 541.6. 683 587.6 540,61 681 | 664.5 | 673.6| 579.5 
Mittel vom | 493 | 697.2 559.1 494.9 650.6 596 621.6 563,3 


7. bis 9. L. 
Mittel yom 564.8 583.1 
106 * 136** 


28. I. bis 30. I. 
495 641.1 614 490 651.7 715.2 638.9 573.8 


| 
| 
485.8 648.6 
Mittel vom | 
| 
Mittel yom | 5) 
| 
| 
| 
| 
| 


478.1 618,1 597.5, 559.3 


24. u. 25. IL. 
94 bis 26. IIL. 654.7. 616,1 497.7. 666.5 707,6 655.5) 581,8 
Mittel vom 
28. bis 30. 1V. 
Anfang Jan. 
bis Ende April 

* Wog vom 28. bis 30. I. 586.8 kg. ** Wog vom 28. bis 30. I. 691,4 kg. 


9 
518.9 677.3 635.2 5164 6:4 733 683.3) 614.3 
— 


. Ziichtungskunde 7, 214, 1932. 


610,7 


633,0 


+ 25,9 + 50,1 + 60,2 + 21,5 + 32,7 + 28,7 + 61,7 +51,0 + 41,5 
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Gemolken wurde dreimal taglich, an jedem dritten Tage ging 
zumeist eine Mischmilchprobe, nachdem der Fettgehalt ermittelt worden 





Prozentgehalte 


Trocken- Roh- Rein- verdauliches 


Rok 
masse protein protein Reineiweil Asche | Fett feone 
Wiesenheu: 
ee as og Ee wl 90,80 7,66 6,91 2,75 
* ae — 90,60 5.98 5,28 1,53 7,60 1.56 30,06 
. ee ee ae 89,40 9,59 | 9,13 4,56 6.97 0,60 380,85 
» (4. eo 94.40 10,06 9,22 3,53 10,35 29.44) 
4 Bisco «oh eee) aa | eee 3,17 7.89 1.60 33.73 
Luzerneheu (nur ganz 
kurze Zeit gefittert): 
Probe 1 aS 91,76 17,84 | 14,69 10,58 10,86 29,47 
Spreu: 
meee . wks x 91,30 8,75) 7,84 3,22 
“ le eer abe 86,00 3,69 | 3,37 1,03 13.44 33,3 
os SB... SOM) 288) 252 0,95 11,20 1,40 35,38 
Haferspreul. ... | 95,40 684) 6,53 2,59 988 3,5 26,80 
re 93,40 1,383 1,05 0,32 5,25 0,80 43,23 
Schnitzel: 
(ee 9,05 | 1,23 | 1,02) 
1, in d. Trockenmasse 13,60 10,03 4,91 
eo” ae 12,30 1,04 
2, getrocknet. . . . 94,20 8,22 4,79 12,35 21.45 
eo Se ee 9,60 0,93 
3, getrocknet. . . . 93,20 6,66 3,21 8.89 1,80 19,80 
kk nearer 12,10 1,18 
4, getrocknet. . . . 95,80 747 3,50 17,80 3,20 20,13 
5, in d. Trockenmasse 8,28 7,84 3,40 7,84 0,80 22.37 
Melasse : 
ro 78.3 7,35 . . 
Probe 1 ‘ row ae 78,20 1,35 | Das Ammoniumbicarbonat enthielt 
» Bw... 2. | TIRB | O18 | 17,76 % Stickstoff 
— eee. Ute Ue ee 
Reisfuttermehl . . . 90,00 11,31 10,40 7Al 
Sonnenblumenkuchen . 91,40 | 41,87 | 39,37 34,84 
Erdnubkuchen ... . 92,00 | 51,03 | 50,06 47,62 
Sojaschrot ...... 88,70 | 43,25 42.50 34,47 


war, zu weiterer Untersuchung auf Trockenmasse und Stickstoffgehalt 
ans Institut ab. Die Milch erwies sich als normal und brauchbar, nur 
einmal schien die Milch der Ammoniakkuh Nr. 197 einen etwas scharfen 
Geschmack zu besitzen. Die Futtermittel wiesen vorstehende Be- 
schaffenheiten auf. 


Wegen des standigen bzw. hiufigen Wechsels der Futterrationen 
nach der Leistung ist hier eine genaue Ausrechnung der jeweils dar- 


gebotenen verdaulichen Nahrstoffe nicht méglich. Dagegen wird fiir 
die Menge von 20 Liter Milch je Kuh als Beispiel die dargebotene 
Nahrstoffmenge nachstehend berechnet: 
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Gruppe Kraftfatter 


verdau- 


io = Stirke- 

Menge) fiweis| Wert 

kg kg kg 

Saure Schnitzel | 60 0,189 | 3,90 
Heu, gering 3.5 0,133 1,085 
Weizenspreu . 2,0 0,018 0,486 

Kraftfutter- 

gemisch . 8,0 | 1,140 2,211 
Im ganzen 1,471 | 7,682 


(Je Liter 0,15 kg Kraftfuttergemisch, 


Saure Schnitzel . 





Heu, gering 
Weizenspreu - 
‘nementemblenbonss 


Reisfuttermehl 
Griine Melasse 


Im ganzen 


besteht aus drei 


- 60 


Gruppe Ammoniakfutter 


verdau- 


Ss y ie- 
Menge liches | wer 
kg kg kg 
0,180 3,90 
85 | 0,133 | 1,085 
20 0,018 | 0,486 
0,943 (mit 163,36 g 
Stickstoff) 
2.0 | 0,120) 1,348 
2,0 — | 0,960 
0,451 7,779 


Kraftfuttermitteln: 





HI 


Sojaschrot . 
ErduubBmehl . , 
Sonnenblumenkue shen ; 


Seniens 


kg kg 
40 15,2 
30 13,6 
30 9,2 


7 
verdauliches Eiweif | 


Stirkewert 
kg 
29,9 
23.3 
20,5 


Die Milchmengen waren in einer graphischen Darstellung wieder- 


gegeben, die aber der Kosten halber fortfallen muBte. 


Im einzelnen 


bieten sie kaum Wichtiges, mit Ausnahme einzelner Faille verlauft die 
Milchergiebigkeit nach Beginn der vollen Ammoniakbeifiitterung recht 


gleichmaBig. 


Auswertung des Versuchs. 


Es folgt nun je ein Beispiel der fiir die Beurteilung der Ammoniak- 
wirkung bei der Fiitterung zugrunde gelegten Berechnung der Ein- 
nahmen und Ausgaben an Stickstoff: 


Kuh Nr. 222 (Kraftfuttertier). 


das Tier in 120 Tagen 
im Kraftfutter 


, Wirtschaftsfutter 17792,72 ¢g 


Hierbei ist sowohl die nach der jeweils erzielten Milchmenge 
wechselnde Kraftfuttergabe beriicksichtigt, wie die Verinderung des 
Grundfutters entsprechend den verschiedenen | Beschaffenheitsarten 
von Heu, Schnitzeln und Spreu. 
38693,45 g Gesamtstickstoff, 
jiweiBes. 
28. bis 30. April 34,3 kg Lebendgewicht ermittelt. 


25492,7 


Wahrend der ganzen Fiitterung erhielt 
20900,73 g Gesamt-N, 17814,93 g N des verdaulichen 


r 7677,82 g¢ 


Derart blieb als Einnahmesumme: 
5g Stickstoff des verdaulichen 
Als Gewichtszunahme waren vom 7. bis 9. Januar bis zum 
Nach J. Lehmanns 


EiweiBes 
7 


N des verdaulichen 
EiweiBes 
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Umrechnung! aus den Zahlen von Haecker? ist bei einem Lebendgewicht 
von 454 bis 545kg mit einem Gehalt eines 91 kg betragenden Zuwachses 
von 11,44kg Protein zu rechnen bzw. entsprechen mit 11,44 /6,25 
gleich 1,83 kg Stickstoff. Da diese Kuh wahrend des Versuchs zwischen 
498,8 bis 533,1 kg wog, konnte nach der von Lehmann berechneten Zah] 
ein entsprechender Stickstoffgehalt des K6rperansatzes angenommen 
werden. Freilich erweist sich dabei als stérend, dab die Versuchskiihe 
mehr oder weniger zeitig wieder gedeckt wurden, wihrend die Zahlen 
Lehmanns nur fiir Mastzuwachs gelten. Immerhin werden diese jeden- 
falls nicht einer zu hohen Stickstoffzuwachs des Kérpers bieten, so daB 
sie als untere Grenze der Stickstoffablagerung im Tierkérper bei Ge- 
wichtszunahme verwendbar sind. Entsprechend sind von der Ein- 
nahmesumme an verdaulichem EiweiBstickstoff fiir 34,3 kg Kérper- 
gewichtszunahme 690 g EiweiSstickstoff in Abzug zu bringen. Weiter 
ist fiir Erhaltungsbedarf an verdaulichem EiweiB auf 120 Tage und 
im Mittel 516 kg Korpergewicht an der Hand der Durchschnittsberech- 
nungen Modligaards*® (fiir 100 kg Kérpergewicht und 24 Stunden 44 g 
verdauliches ReineiweiB) abzuziehen die Menge von 4359,168 g Stick- 
stoff des verdaulichen EiweiBes. 

Es bleibt tbrig Stickstoff des verdaulichen EiweiBes 20443,582 g. 
Hiermit sind die in der Milch vorhandenen 7463,360 g EiweiB gebildet 
worden. Die Ausnutzung des verfiigbaren verdaulichen EiweiBes im 
Futter belaiuft sich auf 36,51 °%, ist also ziemlich niedrig. 

Kuh Nr. 234 (Ammoniaktier). Wahrend der ganzen Fiitterung erhielt 
das Tier in 120 Tagen: 


im Kraftfutter einschlieB- 





lich Ammoniak 21539,38 g Gesamt-N, 2093,97 g N d. verd. EiweiBes 
im Wirtschaftsfutter 17792,72 g ‘ie 7677,82¢ Nd. ,, a 
Einnahmesumme 39332,09 g Gesamt-N, 9771,79 g N d. verd. EiweiBes 
Gewichtszunahme bei im Mittel 505,7 kg 

Lebendgewicht um 26,2 kg 527,.00g Nd. ,, - 


Fiir 120 Tage und 505,7 kg Lebendgewicht 
Erhaltungsbedarf 4272,15g Nd. _ ,, aie 


Es bleibt iibrig 4972,64 g¢ N d. verd. EiweiBes 


Hiermit sind die in der Milch vorhandenen 6§569,22 g Eiwei®stickstoff 
gebildet worden. Die EiweiBausnutzung stellte sich auf rechnerisch 132,11 °.,. 
Es ergibt sich somit ein Fehlbetrag von 1596,58 g verdaulichem Eiweil- 
stickstoff. 


1 Mangolds Handb. d. Ernéhrung u. d. Stoffwechsels d. Landw. Nutz- 
tiere 3, 1931; 7. Lehmann, Die Ablagerung des Fettes im Tierkérper, 8. 184. 

2 Minnesota Agr. Exp. Stat. Bull. 293, 1920. 

8’ H. Méllgaard, Grundziige der Ernahrungsphysiologie der Haustiere, 
S. 253/254. Berlin 1931. 
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T abelle 
Erhielt Erhielt 
im Kraftfutter im Wirtschaftsfutter Fir Er- r¢ In ; Bleibt 
" ‘ ye Ammo- — haltung Korper- — verfiig- In Mileh  Eiweif 
der K rere rer refiitte NweiB-N| ... , yerd, Liweib-N ge 
‘ Gasamt-N Eiwelli-N Gesamt-N Eiwelli-N ee erzeugt Kiweii-N| — 
. wre . . Eiweifi-N 
£ £ uo £ £ £ £ £ £ 0 
Kraftfutter 
222 20 900,73 17 814,93 17 792,72 7677,82 — 4359.60) 690,00 2044315) 7463,36 | 36,51 
205 19632,46 16745,64 17792,72 7677,82 -- 5290,92 927,26 18195,28) 6802,73 | 37,39 
226 17 538,63 14543,77 17792,72 7677,82 - 4486.80 193,10 17541,69 612848 | 34,94 
237 23434,.97 1951631 17792,72,7677,82, — 4516,80 487,32 22190,51 8639.51 | 38,93 
3977 24381,04 20793,96 17792,72 7677,82 a 5614.56 605,44 22691,78 9392.46 | 41,39 
81 28 067,03 23 813,08 |17 792,72 7677,82 _ 5501,34 1214,90 24774,66 9424.05 38,04 
148 u.124 19307,16 16102,59 17792,72 7677,82 — 4860.55; 464,00 1845586 6711,41 | 36,36 
136 u. 206 18627,18 15841,05 17 792,72 7677.82 _ 5481,91| 464,64 17572,32 7610.11 43,31 
106 nur 5709,09 3113.32) 3908.64 198934 -- 1127.55 — 255,45| 4230.56 2008.11 47,47 


vom 3. I. 
bis 29. I. 


Ammon | 


234 21539,38 2093.97 17792,72 7677,82 15435,44/4272,15 527,00 4972.64 6569.22 
408 20858,16 2134.80 17792,72 7677,82 15177,48'5510,.21 1007,73 3294.68 7634.35 
213 24327,54 2613,31 17792,72 7677,82 18601,34)4272,00 432,50 5586.63 8507,91 
149 18901,87 1923,69 17 792,72 7677,82 13562,10) 5635,20 653,71 3312.60 6204.29 
210 22907,20 2330,30) 17 792,72 7677,82 15310,62 551148 1241.06 3255.58 695046 
218 17306,68 1815,51)17792,72 7677,82 12950,17/4974,18 102582 3493.83 6811,52 
424 1.136 20916,61 2130,64 16387,82 6971.28 15123,03) 5351.56 98,56 3651,80 6196,00 
(6759.30) 

197 u. 106 21110,40 2177.58 16 293,32 6893,67 15559,34 5078.94 1088.17 2904.14 6214.96 
(6779,95) 


Die eingeklammerten Zahlen der drei letzten Reihen ergeben sich, wenn man die hier in nur 110 Tagen erzielten 


Entsprechend sind diese Zahlen fiir alle Tiere berechnet und finden 
sich in der vorstehenden Tabelle I. Da die Berechnung des im 
Kérperzuwachs niedergelegten Stickstoffs ziemlich 
unsichere Schatzung einschlieBt, ist die Rechnung auch ohne Beriick- 
sichtigung dieser Zah] durchgefiihrt worden, wobei sich die Werte der 
zusammengehoérigen Tiere besser aneinander angleichen, obwohl sicher- 
lich dies Verfahren fiir die so errechnete Menge von verdaulichem Futter- 
eiweiB, die zur Milchbildung verfiigbar war, sich etwas zu giinstig stellt. 
Es ist dann weiter in den beiden Tabellen unter Annahme einer Ver- 


indessen eine 


132,11 
231,72 
152,29 
187,25 
213,50 
194,99 


166,93 


214,00 
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34,94 
38,93 
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Ersatz des Kraftfuttereiweibes durch Ammoniumbicarbonat. 203 
2 
FiweiB Uberschuf oder Fehl bei UberschuB oder Feh) bei : 
aus- Ausnutzung des verd. Ausnutzung des verd. Ertrag an os 
Niet 5 Eiweifies fiir die Milch Eiweibes fiir die Milch Gesamt-N| Vom E= 
verech- zu 100 9), zu 50 O/9 im Futter Ges.- -N 
nung ohne Koérper- | ohne Kérper- fiir den 1,7 Fett = s 
ler Zu- za 100 ¢ zu 50 0 gewichts- gewichts- Versuch betragen Milch +e 
nahme zunahme zunahme an 
) g g g g Liter Xu 
kiihe. 
35,82 + 12979,79 5516.43 13669,79 6 206,43 38693,45 4527.14 1685.8 4535.1 2,74 12,0 
35,57 + 11392, 55 4589.82 +12319,81 5517.08 37425,18 4378,75 1527.8 3987.6 2.61 11,7 
34.56 +11413,21 + 5284.73 +11606,31 5477.83 35331.35 4133.77 1351.5 3206.7 2.44 11.8 
35.10 1: 3551.00 + 481149 +14038,52 5298.81 41227.69 4823.64 2013.0 5193.5 (2.58 11,7 
40,32 +13299,32 + 3906,86 + 13904,76 4512.30 42 173,76 4934.33 2015.1 5793.5 2.88 12.1 
36.26 +15350,61 5926.56 +16565,51 7141.46 45859.75 5365.59 2372.7 5913.0 2.59113 
Zusammen: 1827,7 4771,6 2.62 11,8 
35.66 +11744,45 + 5033.04 + 1210845 5497,04 37099,88/4340,69 1480.7 4578.2 3,20 12,0 
42.19 9962.21 2352.10 + 10426,85 2816,74 36419,90.4261,13 1547,3 3826.3 2.54 12,0 
47.47 2222.45'+ 214,34 4+ 222245 41,11 9617,731125,27 4804 1407,6 2.98 12,1] 
Zusammen: 1389.0 4202.3 3.02 12.0 
kihe, 
119,49 1596.58 8 165,80 1069.58 8692.80 39332.104601,86 16054 3836.0 2.37 11.6 
177.44 4339.67 —11974,02 — 3331.94  —10966,29 38650,88 4522.15 1661,6 4683.0 2.82 12.0 
141,35 2921.28 — 11429,19 2488.78 11861,69 42120,26 4928.07 2079.5 5083.7 2.44 11.5 
156,43 2891.69 — 9095.98 2 237,98 9749.69 36694,59 4293 27 1403.2 3915.8 2.79 11.5 
154.57 — 3694,88 — 1064534 2453.88 | —11886,40 40799,92 4773.59 1713.8 29984 1,75 10.9 
150,73 3318.19 10129,71 2292.37 —11155.53 3509940 4106,63 1330.1 3284.6 2.47 11,8 
Zusammen: 1632.3 3966.9 2.45 11.6 
165,21 2544.20 — 8740,20 2445.64 8838,76 37304.43 4364.62 1683.1 4460.2 2.65118 
(— 9866.80) (— 9965.36) (1836.1) (4865,6) 
155,67 3310,82,— 9525,78 | — 2222.65 10613,95 | 37403,72 4376.24 1687.3 4167,6 2.47 11,5 


(-10655,.76) ( 


11 743,93) 


Werte auf die 120 Tage der anderen Reihen umrechnet. 


Zusammen: 


1840,7) (4537,4) 
1685.2 4313.9 
(1838.4) (4701.5) 


wertung des im Futter gebotenen Stickstoffs des verdaulichen EiweiBes 
fiir die Milchbildung von 100 %, also der im giinstigsten Falle méglichen 


Wirkung, festgestellt worden, 


welcher UberschuB oder 


Fehlbetrag an 


verdaulichem Eiweifstickstoff des Futters sich dann ergeben wiirde. 
Ebenso bei einer mittleren Verwertung von 50%. 


In jedem Falle zeigt sich, 


daB bei den 


Ammoniakkiihen der nach 


Abzug des Erhaltungsbedarfs an verdaulichem EiweiBstickstoff tbrig- 
bleibende Betrag an Stickstoff des im Futter vorhandenen verdaulichen 
Milch ausgeschiedenen EiweiB 


EiweiBes erheblich unter dem 


der 


2,56 11.4 
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liegt. Die rechnerisch ermittelte Ausnutzung des FuttereiweiBstickstoffs 
wirde 132 bis 231% betragen, wenn keine Verwertung des Nicht- 
eiweiBstickstoffs -- zumal Ammoniumbicarbonats — im Futter zur 
Milchbildung eingetreten wire, was natiirlich unméglich ist. Da auBer- 
dem die den Ammoniaktieren zur Erginzung des Stirkewertes bei- 
gefiitterten Mengen von Melasse und Reismehl mit ihrem EiweiSgehalt 
nur etwa ein Achtel des in Form von Ammoniak dargebotenen Stick- 
stoffs ausmachen, also keine Rolle spielen kénnen, iibrigens auch bereits 
simtlich bei der Rechnung beriicksichtigt sind, so mu8 ein mehr oder 
minder groBer Anteil des MilcheiweiBes aus dem beigefiitterten Ammo- 
niumbicarbonat stammen. Je nachdem man die Ausnutzung des 
wirklich den Ammoniakkiihen gebotenen EiweiBstickstoffs héher oder 
geringer ansetzt, wird diese Menge schwanken, belauft sich aber auch 
bei der héchstméglichen Verwertung des verdaulichen EiweiBstickstoffs 
im Futter von 100% noch auf 1 bis 3 kg und mehr. Anzunehmen, daB 
diese EiweiBstickstoffmenge von den Tieren aus dem Kérper dargeboten 
worden sei, ist kaum angingig. Zunachst finden wir bei allen Tieren, 
mit Ausnahme der bald umgestellten Kraftfutterkuh Nr. 106, die fiir 
unseren Versuch wihrend der ersten Fiitterung véllig bedeutungslos 
ist, da sie als Reservetier galt und auch spiter in die Ammoniakreihe 
iiberging, eine Kérpergewichtszunahme. Auch die Milchmengen 
der Ammoniakkithe deuten nicht darauf hin, daB sie zu erheblichem 
Teil durch Inanspruchnahme der Kérper der Tiere gewonnen sein 
kénnten, da sie sich nur um knapp 11 % von der Milchmenge der Kraft- 
futterkiihe unterscheiden. Voraussichtlich ist also Ammoniakstickstoff 
im Tierkérper in MilcheiweiB umgewandelt worden. Da nach Mangold 
und Schmitt-Krahmer! der normale Anteil des Bakterienstickstoffs 
am Gesamtstickstoff des Panseninhalts 11,7°/ betragen soll, so wurde 
noch in der Tabelle ermittelt, wie hoch bei der Fiitterung jeder Kuh 
die Bakterienstickstoffmenge im Pansen sich hiernach im Laufe des 
ganzen Versuchs belaufen haben diirfte. Wenn von diesem Bakterien- 
stickstoff des Pansens ein gréBerer Teil im Verlauf der weiteren Ver- 
dauung ausgenutzt worden wire, so kénnte man durchaus annehmen, 
daB auf diesem Wege die fiir die MilcheiweiBbildung erforderliche Menge 
zur Verfiigung gestellt worden sei. 

Leider war es uns bislang nicht méglich, durch den unmittelbaren 
Versuch zu priifen, ob und in welchem Umfange durch die Verfiitterung 
organisch-saurer Ammoniakverbindungen der Gehalt des Pansens der 
Wiederkauer an Bakterienstickstoff erhédht wird. Sobald wie angangig 
soll dies nachgeholt werden. Man kann aber bereits aus unserer Tabelle 
entnehmen, daB der Milchertrag in einer gewissen Beziehung zum Gesamt- 
stickstoff im Futter zu stehen scheint. 


1 Mangold, Handb. d. Ernahrung u. d. Stoffwechsels 2, 332, 1929. 
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Ersatz des KraftfuttereiweiBbes durch Ammoniumbicarbonat POD 


Tabelle 11. 





Nr. £ g Liter z 
234 39 332.10 15 435.44 1605 6569.22 
408 38 650.88 15 177.48 1661.6 7634.35 
213 42 120.26 18 601.34 2079.5 8507.91 
149 36 694,59 13 562,10 1403.2 6204.29 
210 40 799,92 15 310,62 1713.8 6950.46 
218 35 099.40 12 950,17 1330.1 6811.52 
424/136 37 304.43 1D 123,03 1683.1 6196.00 
197/106 37 403,72 15 559.3 1687.3 6214.96 


Noch enger erscheinen aber wohl die Beziehungen vom verfiitterten 
Ammoniak zum Milchertrag. Dabei ist auBer der vermuteten, unmittel- 
baren Ersatzwirkung des organisch-sauren Ammoniaks auf die Milch- 
menge voraussichtlich entsprechend der in friiheren Arbeiten gediuBerten 
Ansicht auch noch eine gewisse Reizwirkung des Ammoniaks zu be 
obachten. Die einzelnen Tiere besitzenin der Fahigkeit, das Ammoniak 
in Bakterienleiber umzuwandeln und diese dann wieder zu einem 
gewissen Teil zu verdauen und zu verwerten, wohl auch wechselnde 
Pegabung. Jedenfalls stehen die Zahlen des in der Milch ausgeschiedenen 
EiweiBes sowohl bei den Kraftfutterkiihen, wie bei den Ammoniak- 
kiihen nicht durchaus in enger Beziehung zum Milchertrag, oder zu 
den fiir die Milchbildung verfiigbaren Stickstoffverbindungen. Dab 
einzelne Tiere bei der Milcherzeugung die ihnen zu Gebote stehenden 
Mengen stickstoffhaltiger Verbindungen in recht verschiedenem Um 
fange auszunutzen vermégen, ist anzunehmen!. 

Im allgemeimen ist trotz mancher Nachweise? noch die Ansicht vor- 
herrschend, daBb die Verarbeitung von. stickstoffhaltigen Nichteiweils 
verbindungen im Pansen wohl kaum zu einer brauchbaren Eiweils quelle 
fiir das Nutztier fiihrt®. Das diirfte nach dem Miblingen eines Beweises 
fiir die Bedeutung der Panseninfusorien nach dieser Richtung? noch starker 
hervortreten. Mollqaard hat in letzter Zeit indessen anscheinend det 
Moglichkeit fiir gréBere Bedeutung einer Umwandlung von Amiden und 
Ammoniaksalzen im Bakterieneiweil bei der Eiweiberndihrung der Wieder 
kauer wieder mehr Raum gegeben. 


' H. Méllgaard, Grundziige der Ernahrungsphysiologie der b austiere, 
S. 305, 1931. 

2 7. B. BE. Paasch, diese Zeitschr. 160, 333, ae H. Ziemer, ebenda 
232, 352, 1931; EF. Paasch, Landw. Jahrb. 64, 495. 1926; H. Bareiss, J. t. 
Landw. 75. 265, 1927: P. Ehrenberg, EB. Ungerer u. S Klose, diese Zeitschr. 
245, 118, 1932. 

3M. Schieblich, Mangolds Handb. d. Ernaihrung u. d. Stotfwechsels 
d. landw. Nutztiere 2, 330/331, 1929. 

1 EB. Mangold, ebenda 2, 171, 1929; Forber, Zeitschr. f. Tierziichtung 
12, 33, 1928. 
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Wir glauben hier nach verschiedenen ahnlichen Arbeiten einen 
betrachtlich langfristigen Versuch vorlegen zu kénnen, bei dem organisch- 
saures Ammoniak wenigstens annadhernd die gleichen Erfolge bei der 
Fiitterung erzielt hat, wie verdauliches, pflanzliches EiweiB.  Ver- 
gleichen wir je acht Versuchstiere, von denen wieder je zwei wahrend 
des Versuchs durch andere erginzt wurden, im Ergebnis miteinander, 
so erhalten wir folgende Mittelwerte: 

Kraftfuttergruppe erhielt 18146.42 ¢ verdauliches Eiweif in der Kraft 
futtergabe und nahm an Gewicht zu um 31.3 kg bei 1718.0 Liter 
Milch. 

Ammoniakgruppe erhielt 2152.48 g verdauliches EieweiB in der Kratt 
futtergabe und nahm an Gewicht zu um 41.5 kg bei 1683.8 Liter 


Milch. 


Die Wirtschaftsfuttergaben waren fiir beide Reihen gleichmabig 
groB und brachten beiden gleichviel verdauliches EiweiB, im ganzen 
7677.82 g. AuBer dem Unterschied in der Kraftfuttergabe kommt somit 
bei beiden Gruppen von je acht Milchkiihen keinerlei Abweichung in 
Frage. Der Unterschied in der Milchleistung mit 43,2 Liter kann bei 
beiden Gruppen kaum irgendwie ins Gewicht fallen. Der Ertrag an 
Milchfett wird durch eine Kuh der Ammoniakreihe, die nur 1,78 °,, 
Fettgehalt in der Milch aufweist, stark gedriickt, ohne diese steht 
einem durchschnittlichen Prozentgehalt an Fett in der Milch von 
2.73°,, bei der Kraftfuttergruppe ein Fettgehalt von 2,57°,, bei der 
Ammoniakgruppe gegentiber. Der Fettgesamtertrag betrégt mit der 
gleichen Verbesserung bei den Kraftfutterkiihen 4629.2 g, gegeniiber 
4315 g bei den Ammoniakkiihen. Hiernach ist anzunehmen, daB durch 
Ammoniumbicarbonatfiitterung der Fettgehalt gegeniiber dem Kraft- 
futter um ein weniges gedriickt wird. Der Unterschied mag, falls er 
bei’ weiteren Versuchen sich als tatsichlich vorhanden erweist, nach 
unseren Zahlen rund 10°, betragen. Ob und wieweit hierbei der Unter- 
schied zwischen dem verabfolgten Olkuchen auf der einen und Reis- 
mehl auf der anderen Seite hinsichtlich des Fettgehaltes eine Rolle 
spielt, bleibe dahingestellt. Absichtlich wurde keiner der den Fett- 
gehalt férdernden Olkuchen! verwendet. Die héchste Milchleistung 
der Kraftfitterkithe war 22.4 Liter am Tage, bei den Ammoniakkiihen 
entsprechend 20,5 Liter. Am Ende des Versuchs ergaben die Kraft- 
futterkiihe zwischen 11,1 und 19,0 Liter, die Ammoniakkiihe zwischen 
10,0 und 16,2 Liter?, also immer noch durchaus beachtliche Milch- 


ertrage. 


! Bekanntlich Kokos-, Palmkern- und Babassukuchen. Die Wirkung 
soll bei besonders fettarmen Olkuchensorten ausbleiben. 
* Jeweils am letzten Versuchstage. 
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Ersatz des Kraftfuttereiweibes durch Anumoniumbicarbonat POT 


¢) Eintraglichkeit des Ammoniakfutters. 
Bei den Versuchen erbrachten, wenn man jedesmal sechs Kiihe ver 
vleicht, welche den Versuch voll durchmachten: 
die Kraftfutterkithe 1827 Liter Mileh im Durchschnitt je Haupt und 
Versuchszeit ; 
die Ammoniakkiithe 1632 Liter Milch im Durehschnitt je Haupt und 

Versuchszeit ; 

Kraftfutterkiihe mehr: 195.4 Liter Milch. 

Wenn man auch die je zwei Kiihe mit heranzieht, die den Versuch 
unter Erganzung mitmachten: 

die Kraftfutterkiihe 1718 Liter Milch im Durchschnitt je Haupt und 
Versuchszeit ; 
die Ammoniakkiihe 1683 Liter Milch im Durchschnitt je Haupt und 

Versuchszeit ; 

Kraftfutterkiihe mehr: 35 Liter Milch. 

Das Kraftfutter kostete je Liter Milch entsprechend den verfiitterten 
Gaben!: 

Sojaschrot, ErdnuBmehl und Sonnenblumenkuchenmehl! 2.2665 Pfg. 
Reismehl, Melasse und Ammoniumbicarbonat (zu je | Mark 

das Kiloprozent Stickstoff) .............. 2,36 Pig 

In diesem Falle wiirde sich somit die Erzeugung eines Liters Milch 
hinsichtlich des Kraftfutteraufwandes durch Ammoniumbicarbonat 
zuziiglich der erforderlichen Energietraiger noch teurer stellen als mit 
dem iiblichen Olkuchenkraftfutter, und zwar um ungefihr ein Zehntel 
Pfennig, ganz abgesehen davon, daB in beiden Fallen unseres Versuchs, 
wie man auch rechnet, das Olkuchenkraftfutter einen Milchmehrertrag 
zu liefern vermochte, dessen Hoéhe freilich bei EKinrechnung samtlicher 
Versuchstiere auf beiden Seiten keine besondere erhebliche ist. 

Die Berechnung wird aber mit Recht noch anders gefiihrt werden 
diirfen. In einem praktischen Landwirtschaftsbetrieb wird man, nach- 
dem durch den vorliegenden Versuch die Eignung des Ammonium- 
bicarbonats bei Zugabe zu Sauerfutter wohl ausreichend bewiesen ist, 
die zur Ergainzung der dem Ammoniumbicarbonat im Gegensatz zum 
Olkuchenkraftfutter mangelnden Energietriger erforderliche — Bei- 
fiitterung nicht durch die verhaltnismaBig kostspieligen Handels- 
futtermittel Reismehl und Melasse durchfiihren, sondern mit Hilfe 
selbstgewonnener Futtermittel guter Eignung. Also mit rohen oder 
gedimpften Kartoffeln, Runkelriiben, Kohlriiben, mittels einer Mehr- 
gabe von Sauerfutter, soweit man noch hierbei innerhalb gesundheits- 
dienlicher Grenzen bleibt, ja, es kénnte sein, daB man durch auf- 
geweichtes, angegorenes Strohhacksel oder ahnlich behandelte Spreu 
wenigstens bei schwacheren Milchertrag gebenden Tieren bereits zum 
Ziele kommt. Derart stellt sich das Beifutter natiirlich wesentlich, 
man wird annehmen kénnen um ein Drittel bis die Halfte, billiger. 


' Preise vom Sommer des Jahres 1931, 
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Auberdem wiirde man entsprechend dem Heruntergehen der Stickstoff- 
preise vermutlich mit einem Preis fiir das Kiloprozent Stickstoff in 
Form von Ammoniumbicarbonat von 80 Pfg. rechnen diirfen. Dann 
kamen wir gegeniiber einem Aufwand von 2,26 Pfg. je Liter Milch beim 
Olkuchenkraftfutter auf 1,69 Pfg. bei zwei Drittel Kostenaufwand durch 
selbst gewonnene Futtermittel gegeniiber dem am Markt gekauften 
Kraftfutter: bzw. 1,42 Pfg. bei der Halfte Kostenaufwand. Da ich 
zudem in meiner Berechnung nur die Breslauer Marktpreise eingesetzt 
habe, aber fiir Handelskraftfutter natiirlich noch der Kostenbetrag bis 
zum Wirtschaftshof hinzuzuschlagen ist, waihrend dies beim selbst 
gewonnenen Futter fortfallt, so kommen wir im giinstigsten Falle auf 
etwas mehr als die Halfte an Kosten fiir das je Liter Mileh hinzuzu- 
fiigende Ammoniak plus Wirtschaftsfutter gegeniiber Olkuchenkraft- 
futter. In diesem Falle wiirde selbst bei einer gewissen Minderleistung 
des Ammoniumbicarbonats von etwa 10°, und mehr noch eine \; irt- 
schaftlichkeit der Ammoniumbicarbonatfiitterung gegeniiber Olkuchen 
in Betracht kommen. 

Unserer Ansicht nach wiirde es jetzt notwendig sein, diese Frage 
der Wirtschaftlichkeit der Ammoniumbicarbonatfiitterung zu unter- 
suchen. Dabei miiBte nicht nur mit einem oder zwei, sondern méglichst 
mit einem halben Dutzend solcher Versuche gearbeitet werden, damit 
man annahernd sicher iiber das Ergebnis sein kann. Es wird dabei 
ohne Zweifel méglich sein, daB noch der oder jener MiBerfolg eintritt, 
obwohl wir seit etwa 6 Jahren bei der Verfiitterung von organisch- 
saurem Ammoniak eigentlich nur Erfolge erlebt haben. Aber im ganzen 
wird voraussichtlich das Ergebnis die Brauchbarkeit der vorbesprochenen 
Beigabe von Ammoniumbicarbonat zu Sauerfutter sein, so weit es sich 
nicht um ungewoéhnlich milchergiebige Kiihe handelt. Denn die Fahig- 
keit der Pansenbakterien, organisch-saures Ammoniak in Bakterien- 
eiweiB zu verwandeln, wird seine Grenzen haben. Wir werden aber 
im Ammoniak fiir die gute Durchschnittsmilchkuh in Deutschland, die 
zwischen 20 und 7 Liter Milch gibt, ein Beifutter kennenlernen, das bei 
ausreichender Versorgung mit billigen Energietraigern dem auslandischen 
Olkuchen in der Leistung und im Preise zur Seite zu treten vermag, 
und uns so im Bedarfsfall von ihnen unabhangig macht, mag es sich um 
Preiserhéhung, Grenzsperre oder sonstige Umstande handeln. 

Theoretisch ist natiirlich noch die Begriindung fiir die Wirkung 
des Ammoniumbicarbonats auf dem Wege iiber die Untersuchung 
des Panseninhaltes an BakterieneiweiB bei Ammoniumbicarbonat- 
fiitterung zu priifen und dabei durch Untersuchung sowohl des verab- 
folgten Futters wie der Ausscheidungen ein Urteil tiber die Verdauung 
von BakterieneiweiB zu gewinnen. 
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Weitere Isolierung des wachstumférdernden Thymocrescins. 


Von 


Doris Asher, 
{Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. | 
(Eingegangen am 10. November 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer voraufgehenden Arbeit hat Zenklusen! den von L. Asher 
beschriebenen wachstumférdernden Stoff Thymocrescin dadurch weiter 
isoliert, daB er den mit 95°,igem Alkohol aus der Ausgangslisung 
gefillten Stoff mit 70°,igem Alkohol extrahierte. In den 70 °,igen 
Alkohol ging die ganze wirksame Substanz iiber. Der in wasseriger 
Lésung befindliche Stoff zeigte immer noch deutliche Peptidreaktionen 
der gleichen Art, wie sie Zenklusen beschrieben hat. Deshalb muBten 
die Versuche nach einer weiteren Isolierung an die Arbeitshypothese 
ankniipfen, daB auch in einem anzustrebenden Reinheitszustand der 
Stoff als ein Peptid sich aufweisen wiirde. 

Nachdem eine Reihe von Extraktionsversuchen mit verschiedenen 
organischen Lésungsmitteln zu keinem praktisch brauchbaren Resultat 
gefiihrt hatten, wurde folgendes Verfahren eingeschlagen: Das Aus- 
gangsmaterial war ein feines, immer noch hygroskopisches Pulver, 
welches durch rasches Verdunsten bei niedrigem Druck und niedriger 
Temperatur des 70 °,igen Alkohols gewonnen worden war. Die pulver- 
formige Substanz wurde mit der gerade geniigenden Menge Wasser 
gelést. Die klare Lésung wurde mit Ammoniumsulfat in Substanz 
versetzt und zwar bis zu derjenigen Konzentration, daB gerade noch 
Lésung des Ammoniumsulfats eintrat. Es ist ratsam, so nahe wie 
méglich an die Sattigungsgrenze zu gehen, ohne dieselbe zu erreichen. 
Es kommt zur Bildung eines Niederschlages, welcher von Anfang an 
gréBtenteils oben schwimmt. Um die Abscheidung zu beschleunigen, 
wird scharf zentrifugiert. Es gelingt dann leicht, mit Hilfe von Glas- 
stabchen und Glasspateln, den ganzen Niederschlag abzuschépfen. 


1 A. Zenklusen, diese Zeitschr. 252, 309, 1932. 
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Der Niederschlag wird zunichst mit gesattigtem Ammoniumsulfat 
gewaschen; um schlieBlich den Stoff gréBtenteils von Ammoniumsulfat 
zu befreien, wurde der Riickstand mit 70°%igem Alkohol extrahiert, 
von dem wir wissen, daB er das Thymocrescin lést, wihrend sehr wenig 
Ammoniumsulfat in den 70°%,igen Alkohol iibergeht. Die alkoholische 


Lésung wird im Hochvakuum abgedampft. Das iibrigbleibende Pulver 


ist nur noch sehr wenig hygroskopisch und |aBt sich unschwer in gut 
verschlossenen Flaschen im Kalteschrank aufbewahren. 

Dasjenige, was sich mit Ammoniumsulfat fallen laBt, ist nur ein 
kleiner Bruchteil des Ausgangsmaterials. Sollte es daher das Thymo- 
crescin in gréBerer Reinheit als vorher enthalten, so miiBte es in kleineren 
Dosen als die friiheren Priparate wirksam sein. In dieser Erwartung 
habe ich Versuchsreihen angesetzt, in denen taglich jedem Tiere nur 
1 mg subcutan eingespritzt wurde, waihrend friiher 20 mg erforderlich 
waren. 

Es wurden drei Reihen von Tieren angesetzt: weiBe Ratten, alle 
von bekanntem, gleichem Stamme. Vier Tiere dienten als Kontroll- 
tiere, vier Tieren wurde das bisherige Thymocrescin injiziert, wihrend 
vier andere Tiere das neue isolierte Praparat erhielten. Die Kontroll- 
tiere wurden taglich mit einer indifferenten Lésung injiziert, die mit 
Thymocrescin behandelten Tiere erhielten taglich 20 mg, waihrend die 
Tiere der eigentlichen Versuchsreihe je 1 mg des neuen Materials er- 
hielten. Alle Tiere erhielten die gleiche Nahrung, nimlich Brot und 
Magermilch, gelegentlich ist ein Zusatz von etwas Vollmilch erforderlich, 
aber stets muB die Ernahrung so geleitet werden, daB die Kontrolltiere 
zwar wachsen, aber die Nahrung doch keinesfalls iiberwertig ist. Diese 
Bedingung muB bei allen Thymocrescinversuchen innegehalten werden. 

_ Die Versuche erstreckten sich vom 18. Juli bis zum 19. August. Alle 
2 Tage wurden die Tiere gewogen; nach AbschluB der Versuche wurde in 
bekannter Weise das Gr6Benwachstum der Tiere festgestellt und eine 
photographische Aufnahme der Genitalorgane gemacht, weil diese neben 
dem allgemeinen K6rperwachstum am sinnfalligsten die Ergebnisse zeigen. 

Die Ergebnisse waren ganz eindeutig. Die Kontrolltiere, welche ein 
durchschnittliches Anfangsgewicht von 48g hatten, wuchsen in normaler 
Weise und erreichten schlieBlich das durchschnittliche Endgewicht von 
105g. Die mit Thymocrescin behandelten Tiere hatten ein durchschnitt- 
liches Anfangsgewicht von 45g und erreichten ein durchschnittliches 
Endgewicht von 112 g. Die mit dem neuen Praparat (A) behandelten Tiere 
vom durchschnittlichen Anfangsgewicht von 49g erreichten ein durch- 
schnittliches Endgewicht von 138g. Um die Ergebnisse zu veranschau- 
lichen, stelle ich dieselben in nachfolgender Abb. 1 in Stabform auf. 

Aus dieser Darstellung ergibt sich, daB die Kontrolltiere durchschnittlich 
um 1,19°, zunahmen, die mit dem alten Thymocrescin behandelten um 
150°,, jedoch das neue Thymocrescinpraparat eine Zunahme von 182° , 
erzielte. 
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Nicht weniger deutlich ist das gleiche Ergebnis aus der Beobachtung 
der Geschlechtsorgane ersichtlich. Abb. 2 gibt drei Abbildungen von einem 
mannlichen Tiere je einer Versuchsreihe. Man erkennt wohl am deutlichsten 
an der GréoBe der Samenblasen, wie die Entwicklung der Sexualorgane bei 
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Abb. 2. 
Die Bezeichnungen haben die gleiche Bedeutung wie in Abb. 1. 


dem mit dem neuen Praparat behandelten Tiere am  weitesten fort- 
geschritten ist. Aber auch die anderen Teile des Cenitalapparates lassen 
die Unterschiede im Wachstum bei den drei Tieren erkennen. 

Nicht allein hat sich das neue Praparat in seiner biologischen 
Wirkung, namlich der Férderung des Wachstums, als sehr viel wirk- 





212 DD. Asher: Isolierung des wachstumsfordernden Thymocrescins. 


samer erwiesen, sondern es ist die starkere Wirkung mit einer zwanzig- 
fach geringeren Stoffmenge erreicht worden. Diese Tatsache spricht 
dafiir, daB eine weitere Isolierung des Thymocrescins gelungen ist. 
Das Praparat gibt eine Anzahl von Peptidreaktionen, besonders aus- 
gesprochen die Biuretreaktion. Selbstverstandlich ist das Praparat 
wie die bisherigen véllig eiweiB- und lipoidfrei. Das Praparat wird 
von den Tieren ausgezeichnet vertragen, in jeder Beziehung verhalten 
sich die mit dem neuen Praparat behandelten Tiere besser als die 
anderen. 
Zusammenfassung, 

Es wurde eine weitere Isolierung des bisherigen Thymocrescins 
ausgearbeitet. Der neu gewonnene Stoff wirkt schon bei taglicher 
Injektion von l1mg. Die Lésung des Stoffes gibt Peptidreaktionen. 
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Uber den Einflu6 des héher jodierten bzw. bromierten 
Schilddriiseneiweibes auf den Stoffwechsel. 


Von 


I. Abelin. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 14, November 1932.) 


Der Verlauf des Jodierungsprozesses in der Schilddriise ist wenig 


erforscht. Genau bekannt sind nur zwei Formen der Jodbindung: 
die des Thyroxins und des Dijodtyrosins. Auf welche Art und Weise 
die zweite Komponente des Thyroxins, das Dijodhydrochinon, entsteht, 
wie und wo die Vereinigung mit dem Dijodtyrosin erfolgt, ist ganzlich 
unklar. Die Unkenntnis dieser Reaktion ist um so mehr zu bedauern, 


sich wenig wirksame Dijodtyrosin in das so ungemein aktive Hormon 
umwandelt, Ferner ist das Jod auBer als Thyroxin und als Dijod- 
tyrosin vermutlich noch in anderer Bindung vertreten. Manches spricht 
dafiir, daB diese nicht thyroxinhaltigen Jodverbindungen die Wirkung 
des Thyroxins beeinflussen. Fiir die Endwirkung des Schilddriisen- 
hormons scheint nicht nur der absolute Gehalt an Thyroxin, 
sondern auch das gegenseitige Verhaltnis zwischen dem Thyroxin 
und den iibrigen Jodfraktionen der Schilddriise maBgebend zu sein. 
Jede Beurteilung einer Jodanhiufung oder Jodverminderung in 
der Schilddriise muB daher von zwei Gesichtspunkten ausgehen: 


inwiefern die anderen Jodkomponenten anwachsen oder abnehmen, 
14 | 





214 I. Abelin: 


und inwieweit somit die Proportion Thyroxin-: Nichtthyroxinjod 
geindert wird. Das so erfolgreiche erste Stadium der Plummerschen 
Jodbehandlung des Basedow diirfte vornehmlich auf einer derartigen 
Verschiebung des Jodchemismus der Schilddriise beruhen, wobei, wie 
es scheint, eine Antikomponente des Thyroxins entweder in Form einer 
erhéhten Dijodtyrosinmenge, oder in Form einer anderen Jodbindungs- 
art entsteht. Die sekundire Verschlechterung des Krankheitsbildes 
kénnte die Folge einer erneuten Thyroxinmobilisation sein, wohl als 
Antwort auf die zu rapide Dimpfung der Hormonwirkung durch den 
im UberschuB8 gebildeten Jodantagonisten. 


Ubrigens belehrt auch der chemische Modellversuch dariiber, von 
welch hohem EinfluB der Grad der Jodierung auf die biologische Akti- 
vitit sein kann. Jodiertes Casein beschleunigt die Metamorphose von 
Amphibienlarven. Durch weitere Jodierung kann diese Wirkung ab- 
geschwicht bzw. aufgehoben werden'. 


Alle diese Uberlegungen und Beobachtungen veranlaBten eine 
Priifung der Frage, von welchem EinfluB eine kiinstlich abgestufte 
weitere Jodierung des nativen Schilddriisengewebes auf dessen Wirk- 
samkeit sein mag. Die Versuche, die bereits vor 6 Jahren ausgefiihrt 
wurden, sind nur teilweise ver6éffentlicht? und sollen nun im Zusammen- 
hang mit der inzwischen aufgedeckten Dijodtyrosinwirkung etwas niher 
diskutiert werden. 


Das summarische Ergebnis der ausgefiihrten Versuche kann so 
ausgedriickt werden, daB die Erhéhung des Jodgehalts des Schild- 
driiseneiweiBes dessen Wirksamkeit deutlich beeinfluBt, und zwar 
meistens im Sinne einer Herabsetzung der Aktivitit. Als Beispiel 
mége die Versuchsserie der Tabelle I dienen. Hier wurde ein sehr 
wirksames Schilddriiseneiwei8, das Thyraden-Knoll, jodiert, wobei der 
Jodgehalt um etwa das Zehnfache erhéht wurde. Das Priparat wurde 
in Dosen von 100 bis 150 bis 200 mg pro Tag an Ratten verfiittert. 
Der Grundumsatz stieg relativ wenig und recht langsam an, so dab 
er nach einer dreiwéchigen Behandlung bloB um 50% erhéht war, 
gegeniiber einer etwa 100% igen Steigerung beim nativen Schilddriisen- 


eiweiB. 


1 Vel. Pfliigers Arch. 193, 625, 1922. 
2 Vgl. I. Abelin, D. R.-P.-Anmeldung. A-47316 IV/12 p, vom 18. Marz 
1926, veréffentlicht am 2i. Marz 1929. 
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Tabelle I. 


EinfluB eines héherjodierten Schilddriisenpulvers auf den Grundumsatz 
der Ratte. Jodgehalt der Substanz = 1,72°, (Jodgehalt des Ausgangs 


0 


materials 0,175°,). Substanz Nr. 3. 





Steigerung der 
Kalorienbildung 
pro Kilo und 


Behandlung Stunde im Ver- giene re on de 
Datum ; - tleich mit dem pa 4 ee ae 
Grundumsatzpriifang er gewicht lieres 
Mittelwert der 
Normalperiode 
1926 + g 
8. VII. || Normal. ..... 237 


9. VIL 10., 11.. 12. und 13. Juli je 
100 mg jodierte Schild- 
driisensubstanz Nr. 3 

14. VII. | Niichtern Fe baie bag teva 

14. VII. | und 15. Juli je 100 mg jodierte 
Schilddriisensubstanz Nr. 3 

ee eee eee 10 222 normal 

17. VII. | und 18. Juli je 100 mg jodierte 
Schilddriisensubstanz Nr. 3 

3 A ee 25,3 207 fast normal 

20. VIL. und 21. Juli je 150 mg jodierte 

Schilddriisensubstanz Nr. 3 
a Be Ee 15.6 206 schwitzt 
22. VII. 150 mg jodierte Schilddrisen- 

substanz Nr. 3 


23. VII. Niichtern Ay oe te 27,7 204 normal 
24. VII. | 25. und 27. Juli je 200mg 
jodierte Schilddriisensub- 
stanz Nr. 3 
A OO eee ee 50,0 203 | schwitzt, emp- 
findlich gegen 
Luftmangel 


In den Versuchen der Tabellen II und III kam ein jodiertes Schild- 
driiseneiweiB zur Anwendung, dessen Jodgehalt viermal héher war 
als das des Ausgangsmaterials (Schilddriisenpulver von Burroughs 
Wellcome). Bei den Tieren Nr. 2 und 4 war die Stoffwechselwirkung 
selbst bei Anwendung mittlerer und hoher Dosen abgeschwiacht, beim 
Tier Nr.3 war der Effekt ausgeprigter, indem die Grundumsatz- 
erhéhung 82%, betrug, das Kérpergewicht und das allgemeine Verhalten 


des Tieres erlitten aber keine wesentlichen Abweichungen von der Norm. 
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der Ratte. 
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Tabelle II. 


Einflu8 eines héher jodierten Schilddriisenpulvers auf den Grundumsatz 


Jodgehalt der Substanz 


materials = 0,54°,). 


= 2,12°, (Jodgehait des Ausgangs- 


Substanz Nr. 8. 





Datum 


1926 


16. 


21. VI. 


6. XIL 
7. XII. 


8. XII. 


14. XII. 
15. XII. 


17. XII. 
17. XII. 


20. XI. 
21. XII. 
22. XII. 


16. VI. 
Vv 


Behandlung 
Grundumsatzpriifung 


Steigerung der 

Kalorienbildung 

pro Kilo und 

Stunde im Ver- Korper- Verhalten des 
gleich mit dem gewicht Tieres 
Mittelwert der 
Normalperiode 


+ %o g 


a) Tier Nr. 2. 


ee ee 

50 mg jodierte Schilddriisen- 
substanz Nr. 8 

100 mg jodierte Schilddriisen- 
substanz Nr. 8 

150 mg jodierte Schilddriisen- 
substanz Nr. 8 

und 13. Juni je 200 mg jodierte 
Schilddriisensubstanz Nr. 8 

eae See 

300 mg jodierte Schilddriisen- 
substanz Nr. 8 

Niichtern Ne ae 

und 17. Juni je 150 mg jodierte 
Schilddriisensubstanz Nr. 8 


Niichtern 


150 mg jodierte Schilddriisen- 
substanz Nr. 8 


279 
23,7 261 normal 
47 245 normal 


etwas iiberemp- 
47.5 233 | findlich gegen 
Luftmangel 


kein Schwitzen, 


™ ens 919 | etwas iiberemp- 

Niichtern 37,7 218 ) findlich cana 
| Luftmangel 
b) Tier Nr. 3. 

Se ee oe ee 189 

200 mg jodierte Schilddriisen- 

substanz Nr. 8 

9., 10., 11., 12. und 13. De- 

zember je 200 mg jodierte 

Schilddriisensubstanz Nr. 8 

Niichtern ie ee 33,5 191 normal 
und 16. Dezember je 200 mg 

jodierte Schilddriisensub- 

stanz Nr. 8 
| Nachtern Speak Seo Ue) wah 62,3 185 fast normal 
18. und 19. Dezember je 200 mg 

jodierte Schilddriisensub- 

stanz Nr. 8 

DS. SS ee Sh oe. 81.9 192 ganz normal 
209 mg jodierte Schilddriisen- ’ 

substanz Nr. 8 

Niichtern 66.2 | 181 ganz normal 
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‘abelle I] (Fortsetzung). 





Steigerung der 
Kalorienbildung 
pro Kilo und 


Datum Behandlung Stunde im Ver- Korper- Verhalten des 
Grundumsatzpriifung gleich mit dem pewjeht Tieres 
Mittelwert der 
Normalperiode 
1926 + %J g 


ce) Tier Nr. 4. 

25. XI. || Normal... Tee ET 251 
26. XI. 27. und 28. November je 

300 mg, am 29. November 

209 mg jodierte Schild- 

driisensubstanz Nr. 8 
Pe es 1 Eo, gc x Via she 0 225 normal 
1. XII. und 2. Dezember je 200 mg 

jodierte Schilddriisensub- 

stanz Nr. 8 
3. XII. | Niichtern ..... : ; 46.9 205 fast normal 


Wie es scheint, muB in das Schilddriisenmolekil ziemlich viel Jod 
eintreten, um dessen Wirkung maBgebend zu beeinflussen. Die Sub- 
stanz Nr. 5 stellt ein Thyraden dar, welches nur wenig jodiert wurde. 
Der Jodgehalt wuchs von 0,29 auf 0,52°% an. Dieses Priparat besab 
noch die unverminderte Thyradenwirkung. Der Grundumsatz stieg 
innerhalb von 6 Tagen um 60°, ging dann weiter in die Héhe, erreichte 
bald den Wert von 111% und betrug am Ende des Versuchs 82° 
also eine ganz typische Schilddriisenwirkung. 


0? 


Tabelle Ill. 


EinfluB eines schwach jodierten Schilddriisenpulvers auf den Grundumsatz 
“90 


der Ratte. Jodgehalt der Substanz 052°, (Jodgehalt des Ausgangs- 
materials = 0,29°%,). Substanz Nr. 5. 





Steigerung der 
Kalorienbildung 
pro Kilo und 


Grundumsatzpriifung bic ae ewicht Tiere 
jrundumsatzpriifung Mittelwert der |* ieres 
Normalperiode 
1926 + % g 
Normal , 207 


G. ii. 100 mg jodierte Schilddriisen- 
substanz Nr. 5 

6. If. | 7. und 8. Februar je 100mg 
jedierte Schilddriisensub- 
stanz Nr. 5 


| empfindlich 
8. IT. Niichtern . Se Tae rg ie. 16,7 207 gegen Luft- 
mangel 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Steigerung der 
Kalorienbildung 
pro Kilo und 


Behandlung Stunde im Ver- Korper- Verh 
dat 6 : rewie erhalten des 
Datem Grundumsatzpriifung gleich mit dem gewicht Tieres 
Mittelwert der 
Normalperiode 
1926 + Oo g 
9. II. und 10. Februar je 100 mg 
jodierte Schilddrisensub- 
stanz Nr. 5 | 
11. IL. Niichtern ... : ‘ 59.4 198,8 geschwitzt 


12. II. 50mg jodierte Schilddrisen- 
substanz Nr. 5 
sehr empfindlich 


13. II. | Niichtern 96,0 — gegen Luft- 


| mangel, 
geschwitzt 
14.11. und 15. Februar je 100 mg 
jodierte Schilddriisensub- | 
stanz Nr. 5 
16. II.  Nichtern .... =e 59,4 198 geschwitzt 


17. II. und 18. Februar je 100 mg) 

jodierte Schilddriisensub- | 

stanz Nr. 5 

wenig geschwitzt, 
19. IL. PS 6.0250 52S St sd 111 200,6 wenig 
| empfindlich 

22.11. und 23. Februar je 100 mg 

jodierte Schilddriisensub- 

stanz Nr. 5 


24. II. DE i 6- Gar ee Ae 82.2 170.0} sr 


empfindlich 


Intensiver als die héhere Jodierung greift die Bromierung in den 
Mechanismus der Schilddriisenwirkung ein. Von der Substanz Nr. 9, 
die ein bromiertes Schilddriisenpulver darstellt, wurden taglich Dosen 
von 200 bis 300 mg im Laufe von 27 Tagen verfiittert. Wahrend natives 
SchilddriiseneiweiB nach dieser Zeit eine sehr hohe (iiber 100°) Grund- 
umsatzsteigerung und eine schwere Intoxikation ergibt, nahm beim 
Tier der Tabelle I1V der Ruhestoffwechsel um 37 bis 45% zu, das Tier 
verhielt sich auBerlich ziemlich normal, das Kérpergewicht sank wahrend 
der ganzen Behandlung von 277 auf 239g, also um rund 14%. Trotz- 
dem das Tier insgesamt 4,1 g bromierte Thyreoideasubstanz erhielt, 
zeigte es das Bild einer sehr geringen Schilddriisenvergiftung. 
Auch die Wirkung auf die Froschlarvenmetamorphose war beim 
bromierten Praparat verzégert. Bei den tibrigen Substanzen war sie 
voll ausgepraigt, nur waren Dyspnoe und Abmagerung merklich ab- 
geschwicht. 
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Tabelle IV. 


Einflu8 eines bromierten Schilddriisenpulvers auf den Grumdumsatz der 
Ratte. Substanz Nr. 9. 





Steigerung der 
Kalorienbildung 
pro Kilo und 


an Behandlung Stunde im Ver- Kjrper- Verhalten des 
re Grundumsatzprifung gleich mit dem gewieht Tieres 
I & Mittelwert der & ’ _ 
Normal periode 
1926 4+ 0), g 
26. XI. Normal . . 277 


26. XI. | 27., 28. und 29. November je 
300 mg bromierte Schild- 
driisensubstanz Nr. 9 
30. XI. Nichtern . . ’ ads ; 12 253 
30. XI. 200 mg  bromierte  Schild- 
driisensubstanz Nr. 9 
1. XII. und 2. Dezember je 20) mg 
bromierte Schilddriisensub- 
stanz Nr. 9 
3. XII. Niichtern rs wee 
4. XII. und 5. Dezember je 200mg 
bromierte Schilddriisensub- 
stanz Nr. 9 
a A OS ee eee 33,6 238 normal 
7. XII. und 8. Dezember je 200mg 
bromierte Schilddrisensub- 
stanz Nr. 9 
8. XI. 27,3 240 normal 
9. XIf. 10., 11., 12. und 13. Dezember 
je 200 mg bromierte Schild- 
driisensubstanz Nr. 9 
4. XII. 43 235 normal 
15. XI. und 16. Dezember je 200 mg 
bromierte Schilddriisensub- 
stanz Nr. 9 
oe Se ee Pee 45.5 233 fast normal 
18. XII. und 19. Dezember je 200 mg 
bromierte Schilddriisensub- 
stanz Nr. 9 
20. XII. | Niichtern ee 1 45.4 240 fast normal 
eee eee 37,4 239 fast normal] 


to 
Oo 
— 
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Eine Reihe weiterer Versuche mit dem héher jodierten bzw. bro- 
mierten SchilddriiseneiweiB zeigte die gleiche gedimpfte Stoffwechsel- 
wirkung. Auf deren Wiedergabe kann verzichtet werden. 

Bei der Einfiihrung des Halogens in das Molekiil des Schilddriisen- 
eiweiBes wurde wie folgt verfahren. Vorerst muBte jede andere chemische 
Verainderung der Substanz auBer der Halogenisierung vermieden werden. 
Diesen Anforderungen entspricht am besten eine Jodierung oder Bromierung 
in organischen Lésungs- bzw. Suspensionsmitteln unter Heranziehung 
schwacher organischer Basen, hauptsaéchlich des Pyridins, welches die 
Anheftung des Halogens in fast spezifischer Weise zu erleichtern vermag. 
Sehr fein verteiltes Schilddriisenpulver wird in Chloroform suspendiert, 
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mit einer berechneten Menge Pyridin versetzt und unter Kiihlung mit 
einer Lésung von Jod in Chloroform allmahlich gemischt. Nach Zusatz 
der letzten Jodportion wird das Gemisch einige Zeit stehengelassen, ab- 
filtriert und dann solange ausgewaschen, bis die Reaktion auf freies Jod 
vollstandig verschwunden ist. Man erhalt dabei Schilddriisenpulver, welche 
je nach der benutzten Jodmenge einen verschiedenen Jodgehalt und einen 
wechselnden Grad von Dunkelfirbung aufweisen. Zu den meisten Versuchen 
wurde ein besonders fein ausgemahlenes Schilddriisenpulver von Burroughs 
Wellcome benutzt. Verwendet wurde auch Jodthyreoglobulin sowie Thyraden. 

Als Beispiel einer derartigen Jodierung mége folgende Beschreibung 
dienen. 4g Thyraden-Knoll (fein gesiebt) wurden in 20cem trockenen 
Chloroform suspendiert, mit 1 g Pyridin versetzt und allmahlich mit einer 
Lésung von 1,5 g Jod in 30 cem Chloroform gemischt. Nach dreistiindigem 
Stehen wurde abfiltriert, sehr gut gewaschen und getrocknet. Das braune 
Pulver gab keine Reaktion auf freies Jod. Dessen Jodgehalt betrug 1,72 °. 
gegeniiber 0,175°,, im Ausgangsmaterial, also eine fast sechsfache An- 
reicherung an Jod (Substanz Nr. 3). 

In einem anderen Falle wurden 3g Schilddriisenpulver Wellcome in 
50 cem CHCl, verteilt, mit 1 g Pyridin versetzt und mit einer Lésung von 
Lg Jod in 40cem CHCl, unter Eiskiihlung im Laufe von 25 Minuten 
jodiert. Darauf wurde noch 10 Minuten lang kraftig geschiittelt und das 
iiberschiissige, auswaschbare Jod entfernt. Die Substanz enthielt 2,12°,, 
Jod, gegeniiber 0,54’, vor der Jodierung (Substanz Nr. 8). 

Uber die Art der Jodbindung la8t sich nur soviel sagen, dab ein Teil 
des Jods aller Wahrscheinlichkeit nach direkt in den Kern eintrat und die 
disponiblen Stellungen des Thyroxins und mdéglicherweise einiger anderer 
Aminoséuren besetzte. Der negative Ausfall der Reaktion auf freies Jod 
darf aber dariiber nicht taéuschen, da® vielleicht ein gewisser Teil des Jods 
doch in anorganischer Form, und zwar als Adsorption, vorlag. Manche 
Eiwei®Bstoffe kénnen in dieser maskierten Form eine gewisse Menge Jod 
aufnehmen und festhalten. 

Parallel zu der Jodierung wurde auch die Bromierung der Schilddriisen- 
substanz in analoger Weise durchgefiihrt. 9 g Schilddriisenpulver Bourroughs 
Wellcome mit einem Jodgehalt von 0,54°, wurden in 40cem CHCl, 
suspendiert, mit 3 g Pyridin und darauf mit 3 g Br in 20 eem CH Cl, versetzt. 
Die Mischung wurde dann !/, Stunde im Eisschrank stehengelassen. Das 
Pulver wurde zuerst mit Chloroform griindlich ausgewaschen, getrocknet, 
in Wasser suspendiert und mit verdiinntem Alkali behandelt. Im Wasch- 
wasser konnte zuletzt weder Br noch Bromid nachgewiesen werden (Sub- 
stanz Nr. 9). 

Zusammenfassung. 


Bei der héheren Jodierung bzw. Bromierung des Schilddriisen- 
eiweiBes gelangt man zu Substanzen, welche sich als weniger toxisch 
erweisen und welche den Grundumsatz nicht so stark beeinflussen. 
Als Erklirungsméglichkeit diirfte eine vermehrte Bildung von Dijod- 
und Dibromtyrosin herangezogen werden. Diese beiden Stoffe ver- 
mégen als Antagonisten des Thyroxins aufzutreten. Méglicherweise 
spielt ein ahnlicher Vorgang bei der Plummerschen Jodbehandlung des 
Basedow eine Rolle. 
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Untersuchungen 
iiber den Umsatz des Adenylpyrophosphats in vitro. 


Von 
Erik Jacobsen (Kopenhagen). 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut ftir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 14. November 1932.) 


Um die Rolle, die das Adenylpyrophosphat (Adenosintriphosphat) 
im Co-Fermentsystem der Milchsaure spielt, genauer festlegen zu kénnen, 
habe ich auf Vorschlag von Herrn Professor Meyerho/ neue Versuche 
iiber den enzymatischen Umsatz dieser Substanz ausgefiihrt. Die 
Versuche bewegen sich vor allem in zwei Richtungen: 1. sollte die genaue 
Zerfallsweise des Adenylpyrophosphats festgelegt werden, 2. sollte 
die Wirkung einiger Stoffe auf die Synthese des Adenylpyrophosphats 
und gleichzeitig auf die Milchsiurebildung studiert werden, um die 
Beziehung zwischen diesen beiden Prozessen zu verfolgen. 

An erster Stelle wurde die Frage gepriift, ob in inaktivierten 
Extrakten, in denen eine Resynthese der freien Adenylsaure nicht 
mehr in Frage kommt, die Ammoniakspaltung und die Phosphat- 
abspaltung voneinander zu trennen sind. Daf im Muskelextrakt im 
allgemeinen ein Parallelismus besteht, man aber doch nicht von einem 
wirklich synchronen Verlauf sprechen kann, ist schon friiher von 
O. Meyerhof, K. Lohmann und K. Meyer! angegeben, wihrend anderer- 
seits die Bildung des Inosinpyrophosphats durch enzymatische Spaltung 
des praformierten Adenylpyrophosphats in zerschnittener Muskulatur 
nach K. Lohmann? darauf hinwies, daB unter bestimmten Bedingungen 
auch eine Ammoniakbildung ohne entsprechenden Pyrophosphat- 
zerfall méglich ist, wahrend bei alkalischer Reaktion das umgekehrte 
gelegentlich beobachtet wurde. 

Die im folgenden wiedergegebenen Versuche zeigen eindeutig, 
daB bei neutraler Reaktion Ammoniak und Pyrophosphat in aqui- 


! Diese Zeitschr. 237, 437, 1931. 
2 Naturw. 17, 624, 1929; diese Zeitschr. 254, 381, 1932. 
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valenter Menge abgespalten werden, wahrend bei alkalischer Reaktion 
die Pyrophosphatspaltung stark iiberwiegt. Das umgekehrte wird 
unter diesen Umstanden nicht beobachtet. Wahrend der Ausarbeitung 
der Versuche erschienen zwei Arbeiten anderer Autoren, in denen, 
allerdings in anderer Anordnung, ahnliches beobachtet wurde. Mozo- 
lowski, Reis und Sobezuk! zeigten kiirzlich in einer Arbeit aus dem 
Parnasschen Laboratorium, daB im Muskelbrei beim Zerfall des 
praformierten Adenylpyrophosphats bei schwach alkalischer Reaktion 
die Phosphatabspaitung stark itiberwiegt. Auch Embden  berichtete 
kiirzlich tiber Versuche am Muskel?, wo ahnliches der Fall war. Noch 
vor diesen Arbeiten wurde von mir selbst gezeigt, daB in der Leber 
die Pyrophosphatgruppe von einem Enzym hydrolytisch abgespalten 
wurde, das anorganisches Pyrophosphat nicht angreift*. 


Methodik. 


Ammoniakbestimmungen sind nach Parnas, o-Phosphatbestimmungen 
nach Lohmann und Jendrassik und Pyrophosphatbestimmungen nach 


Lohmann ausgefiihrt. Adenylpyrophosphat und Adenylséure sind nach 
Lohmann* aus Kaninchenmuskulatur isoliert, wahrend inosinpyrophosphor- 
saures Barium mir von Herrn Dr. Lohmann iiberlassen ist. Endlich 


ist Mereks pyrophosphorsaures Natrium ,,reinst’’ zur Analyse verwandt. 
Die Muskelextrakte waren Kaliumchloridextrakte, nach Meyerhof aus 
Rana temporaria hergestellt. 

Als Puffer dienten im alkalischen Gebiet Mischungen von Natrium- 
carbonat und Natriumbicarbonat. Um neutrale und saure Reaktion zu 
erzielen, sind die bicarbonathaltigen Ansatze in einer Kohlensaure-Stickstoft- 
Die pu-Werte sind in den letzteren Fallen mit 


atmosphare geschiittelt. 
wurde die Wasserstoffelektrode 


Chinhydron gemessen, in den ersteren 
verwandt. 

Die Versuche sind alle bei 20° in sauerstofffreier Atmosphare ausgefiihrt. 
Als es sich zeigte, das das Ammoniak bei einem py gréBer als 8 auch ohne 
Schiitteln aus der Fliissigkeit getrieben wurde, wurden diese Ansaétze in 
den Warburqschen ManometergefaBen hergestellt; im Nebenkélbchen 
war 0,5ceem 2n Schwefelséure, die das freigesetzte Ammoniak aufsaugte. 
Nach Beendigung des Versuchs wurde die Schwefelséure in das Reaktions- 
gemisch eingekippt, umgeschiittelt und dann nach Offnen mit Trichlor- 
essigsiure enteiweiBt. 

. ‘ ‘ ¥ ° - 

Die Resultate sind in der folgenden Ubersicht, Tabelle I, enthalten. 
Wichtig ist, daB man kein Praiparat von Adenylpyrophosphat benutzt, 
das infolge spontaner Spaltung freie Adenylsdiure enthalt. Da das 
Ammoniak aus freier Adenylsiure viel rascher abgespalten wird, tiber- 


! Diese Zeitschr. 249, 157, 1932. 

2 Mitteilung auf dem XIV. Internationalen Physiologen - KongreB, 
Rom 1932. 

3 Diese Zeitschr. 242, 292, 1931. 

' Ebenda 233, 460, 1931. 
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wiegt in solchem Falle scheinbar zu Beginn die Ammoniakbildung. 
Wenn die Versuche mit reinen Praiparaten angestellt werden, und die 
geringfiigige spontane Ammoniakbildung der Extrakte in Riicksicht 
gezogen wird, ergibt sich, daB in dieser Anordnung kein iiberschiissiges 
Ammoniak abgespalten wird. Das Aquivalentverhiltnis ist 142 mg 
Pyro-P,O, auf 14 mg Ammoniak-N; theoretisch ist also das Spaltungs- 


mg P,O; | 


verhaltnis =] zu erwarten. Diese Bedingung ist, wie man 


10.mgN 
aus der letzten Spalte der Tabelle I sieht, fiir neutrale Reaktion gut 
erfiillt, bei alkalischer iiberwiegt der Pyrophosphatzerfall. Allerdings 
ist auch dieser gegeniiber der neutralen Reaktion deutlich gehemmt. 
Die gréBte Differenz findet sich zwischen py 9,2 und 10. Da’ das 
Verhaltnis dieser beiden Spaltungen in den einzelnen Versuchen nicht 
konstant ist, hingt mit dem unregelmaéBigen zeitlichen Verlauf der 
Spaltung in diesem Falle zusammen, so daf mehrere gleichzeitig an- 
gesetzte Versuchsansitze nicht vollig parallel gehen. Ofters scheint 
die Hemmung der Ammoniakbildung tiber langere Zeit nachzulassen, 
in allen Fallen ergibt sich aber ein Quotient weit iiber 1. In den Ver- 
suchen wurde mehrfach auBer dem direkt bestimmbaren Phosphat 
auch noch der Wert fiir 7- und 30-Minuten Hydrolyse nach Lohmann 
bestimmt. Dies ist jedoch im allgemeinen nicht nétig, da eine Ver- 
esterung nicht mehr stattfinden kann und daher schon die Zunahme 
des direkt bestimmbaren Phosphats der Aufspaltung des Pyrophosphats 
gleichzusetzen ist. Die Puffer, die zur Reaktionsverschiebung benutzt 
wurden, bestanden aus Gemischen von Bicarbonat, Carbonat und 
Natronlauge. 
Puffer 1: 9cem m/2 NaHCO, + leem n/2 NaOH, 
» 2:6 , m/2 NaHCO,+3 ,, n/2 NaOH, 
» 3: m/2 NaHCO, + n/2 NaOH. 


AuBerdem wurden noch Lésungen von m/2 Na,CO, und m/s 
NaHCO, verwandt. Der Umsatz ist pro Ansatz (1 bzw. 2 ccm Extrakt 
|- Zusitze) wiedergegeben. Der in eckigen Klammern stehende Null- 
wert in der Spalte ,,Pyrophosphat gespalten“ entspricht dem Zusatz 
von Adenylpyrophosphat (Apyro) in Milligramm Pyro-P,O,;. Die 
Extrakte waren 2 bis 4 Stunden bei Zimmertemperatur inaktiviert. 
In einem Falle (Versuch 5) wurde dialysierter Extrakt benutzt. 


Eine gewisse Trennung beider Spaltungen gelingt auch durch 
Erwarmung des Muskelextrakts, wobei die Desaminase zerstért werden 
kann, wihrend die phosphatabspaltende Wirkung noch teilweise vor- 
handen ist (siehe Tabelle II). Aus diesen Versuchen ersieht man deutlich, 
daB die Desaminierung und Dephosphorylierung des Adenylpyrophosphats 
zwei voneinander unabhingige Prozesse sind. Unter meinen Versuchs- 
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2I6 


Muskelextrakt, inaktiviert 3 Stunden bei 20°. 


ki. Jacobsen: 


Tabelle Il. 


Adenylpyrophosphatlésung 





wie vorher. Ansatz: 2cem Extrakt lcem m/8 NaHCO, + 1 cem 
Apyro, alles in 5°,, CO,-N3. 
mg Pyro- See 
> ’ A oniak A oni 
. ous mg P.O ab- _ _ mm y ik mgP,0; 
Ansatz ; P.O, | gespalten 7 B — 
in Min. a tt [vor- pro cem pro cem 10. mg N 
I handen| vorhanden abgespalten 
Muskelextrakt nicht 0 0,664 [0.47] 20,3 — - 
erwarmt 150 = 1,06 0,44 $2.0 61,7 0,72 
Extrakt 7 Min. bis 150 0,820 0,155 41.5 22.0 0,70 
55° erwarmt 
Extrakt 15 Min. bis 0 0,665 _ 21.6 — ~ 
559 erwarmt 60 = 0,706 0,035 22,2 0,60 5,8 
150 = 0,770 0,105 23,0 1,4 7,5 


Tabelle ITI. 


Gleichzeitige Abspaltung von Ammoniak und préformiertem Pyrophosphat 
in frischem, kohlenhydratfreiem Muskelextrakt bei 


Je 5eem Extrakt + 


2cem Zusatz. 


verschiedenem py. 





Direkt ; 
: Pyro-P, O; . Ammoniak 
— best tes| 7 oi A oniak : : 
Pufferzusatz PH nt. Fucehes: — pom YN * := 
ye Ae handen] pro ecm abgespalten 
0 ‘ii 0 0,503 [0,143] 7,9 — 
a)0,5ceemm/2NaHCO, 8,50 13 0,633 0,111 17,9 10,0 
30 0,655 0,143 21,7 13,8 
60 0,675 0,143 23,5 15,5 
b) 0,5 cem Puffer 1 910 13 0,615 0,106 13,8 5,8 
30 0,665 0,123 21,6 13,7 
60 0,675 0,133 21,4 13,5 
¢) O5eem Puffer 3 10,12 13 0,570 0,058 -— _- 
30 | 0587 0,065 9.4 1,8 
60 0,600 0,083 11,8 3,9 
bedingungen ist es nicht méglich gewesen, eine vorwiegende Des- 


aminierung zu erzielen. 


Dies gelingt aber, wie von Lohmann gezeigt 








wurde, mit frischem Muskelgewebe, und das obige Resultat fiihrt 
keineswegs dazu, allgemein die Phosphatabspaltung als notwendige 
Bedingung fiir die Ammoniakabspaltung anzunehmen und etwa daraus 
Konsequenzen fiir die Konstitution des Nucleotidpyrophosphats zu 
ziehen, wie es von Barrenscheen und Filz' geschehen ist. 


auch K. Lohmann, ebenda 254, 


1 Diese Zeitschr. 250, 281, 1932; vel. 
381, 1932. 
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Dieselbe Abhangigkeit vom py laBt sich, wie zu erwarten, auch fiir 
das praformierte Adenylpyrophosphat zeigen, nur ist wegen der kleineren 
vorhandenen Menge der Versuch weniger genau. 

Die Spaltungsgeschwindigkeit des Inosinpyrophosphats ist, obwoh! 
etwas langsamer, doch von derselben GréBenordnung wie diejenige 
des Adenylpyrophosphats. Dies zeigt der folgende Versuch. 


Extrakt 3 Stunden bei 20° inaktiviert. Je 5cem + 2 cemm/8 NaHCO, 
leem Zusatz. Ansatz 1: Inosinpyrophosphat, 1ceem mit 0,405 mg 


Pyro-P,0O;. Ansatz 2: mit leem Adenylpyrophosphat (0,400 mg P,O,). 





mg P, Os mg P.O; 


Zeit in Min. pro cem aus Inosinpyrophosphat pro cem aus Adenylpyrophosphat 


mg P,O,; direkt) mg Pyro-P,0, mg P.O, direkt mg Pyro-P,0O 


bestimm bares abgespalten bestimm bares abgespalten 
Phosphat Phosphat 
0 0,713 0,715 
15 0,834 0,i21 0,870 0,155 
30 0,882 0,169 0,910 0,195 
60 0,930 0,217 0.945 0,230 


Anders verhalt sich dagegen das anorganische Pyrophosphat. Die 
Geschwindigkeit seines Zerfalls ist je nach den Versuchsbedingungen 
verschieden von der des Adenylpyrophosphats, in frischem Extrakt 
gréBer, in langere Zeit inaktiviertem etwa gleich, in dialysiertem 
verlangsamt. Wie K. Lohmann in gleichzeitigen Versuchen fand, liegt 
dies unter anderem an der spezifischen Rolle des Magnesiums fiir die 
Spaltung des anorganischen Pyrophosphats. Auf diese Verhiltnisse 
kann in diesem Zusammenhang nicht niher eingegangen werden. 
Sie bestatigen meinen friiheren Befund darin, daB die Spaltung des 
anorganischen Pyrophosphats von anderen Bedingungen abhangig ist 
als die seiner Nucleotidverbindung. Die enzymatische Desaminierung 
der Adenylsaiure geht, wie schon bekannt, sehr viel schneller als die 
des Adenylpyrophosphats, ist aber in ahnlicher Weise vom py abhangig, 
wie es auch schon von Schmidt! fiir das abgetrennte Ferment gefunden 
war (Tabelle IV). Der Versuch der Tabelle V zeigt das Verhaltnis der 
Spaltung von freier Adenylsiure und ihrer Pyrophosphatverbindung 
bei dem gleichen inaktivierten Extrakt. 


An zweiter Stelle beschaftigte ich mich mit der enzymatischen 
Synthese des Adenylpyrophosphats, da nach der Theorie von O. Me yerho/ 
und K. Lohmann die Milchsaéurebildung aus Glykogen einen Kreislauf 
von Zerfall und Resynthese des Pyrophosphats zur Voraussetzung hat. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 243, 1928. 


228 E. Jacobsen: 


Tabelle IV. 


Desaminierung der Adenylsiure bei verschiedener Wasserstoffionen 





KXonzentration. Muskelextrakt 4 Stunden bei 20° inaktiviert. 0,5 cem 
0,4cem Zusitze. 1. = m/2 NaHCO, 9+ m/2 NaOH 1; 2. m/2 
NaHCO, + m/2 NaOH gleiche Teile. Theoretisch mégliches abspalt 
bares N 108 y/eem, nach dem P,O;-Gehalt der Adenylsaéurelésung 
berechnet. 
~ ae 1.0 ote . NH; als yN 
Zusatz 0 CO, Pu Zeit in Min. yN in cem abgespalten 
0 0 16.4 
0 - 10 17,0 (0,6) 
0.2ccm adenylsaures Na 100 5,43 1/, 16,4 0,0 
1 26,0 9.6 
5 71,0 54,6 
.2cem adenylsaures Na 5 6,56 1/, 19,7 3,3 
1 31,0 14,6 
5 78,5 62,6 
,.2cem adenylsaures Na 5 7,15 1/g 22,2 5,8 
+ 0,2 com m8 NaHCO, l 36,4 29,0 
5 82,3 65,9 
0,2cem adenylsaures Na 5 7,77 1/5 23,0 6.6 
+ 0,2 cem m/2 NaHCO, 1 37,0 20,8 
5 95,0 78,6 
0,2cem adenylsaures Na 0 9,01 1g 21.6 5,0 
+0,2cem Puffer 1 i 22.6 6.0 
5 75,0 58,6 
0,2cem adenylsaures Na 0 9,83 1/, 16,4 0,0 
+0,2cem Puffer 2 1 19,7 3,3 
5 41,9 24,6 


Tabelle V. 


Extrakt 24 Stunden bei 0° inaktiviert. Ansatz: 5cem Extrakt, 1 cem 
Zusatz + leem m/8 NaHCO,, alles in 5°, CO,. 





Ab- 


Zusatz in Min, | 7 N in ccm | B6gpaltenes 

+ Adenylpyrophosphat 0 39 — 
20 95 56 
69 105 66 
120 122 83 

oo — (103)* 
+ adenylsaures Na 0 40 ~ 
1 65 15 
3 109 69 
6 112 72 

oc — (96)* 


* Aus dem P,O;-Gehalt der verwandten Praparate berechnet. 
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Ich habe versucht, ob bei Zusatz verschiedener Stoffe beide Vorgange 
miteinander parallel gehen, oder ob sich bei aufgehobener Synthese 
des Adenylpyrophosphats eine Milchsaiurebildung erzielen laBt. Es 
wurden nur einige wenige Stoffe durchgepriift nach drei Cesichts- 
punkten : 

1. Stoffe, welche, wie schon bekannt, die Milchsaiurebildung 
hemmen, 1. Fluorid, 2. Monojodessigsiure. Es war zu priifen, ob hier 
noch eine Synthese des Adenylpyrophosphats stattfinden kann. 

2. Stoffe, die in manchen Fallen die Synthese des Adenylpyro- 
phosphats hemmen sollen. Dies gilt vor allem von Blausiure, die nach 
Engelhardt! die Synthese des leicht siurehydrolysierbaren Phosphats 
schon bei kleinen Konzentrationen hemmt. Da die Milchséurebildung 
im Muskelextrakt aber durch Blausiurekonzentrationen unter n/20 
nicht gehemmt wird, war die Frage, ob im Muskelextrakt die Syn- 
these durch Blausiure gehemmt wird. 

3. Wurde als Substanz, die den Phosphatumsatz im Muskel be- 
einfluBt, Rhodanid gewahlt. Embden und Lehnartz? hatten einen 
hemmenden EinfluB des Rhodanids auf die Synthese des ,,Lact- 
acidogens*‘ beschrieben. Da nun die damals als Lactacidogen bezeich- 
nete Fraktion zum groBen Teil Adenylpyrophosphat war, habe ich 
untersucht, ob tatsichlich die Synthese desselben und eventuell auch 
die Milchsaurebildung durch Rhodanid gehemmt wird. 


Methodik. 


Die Milchséurebestimmungen sind ausgefiihrt wie im hiesigen Institut 
iiblich. Bei Anwesenheit von Rhodanid mu man dieses zweckmabig 
nach der Entzuckerung mit Silberionen (Nitrat oder Sulfat) in schwefel- 
saurer Lésung ausfillen, da Rhodanid mit Kaliumpermanganat sulfit- 
bindende Stoffe bildet. Diese Silberfallung hatte, wie Kontrollversuche 
zeigten, keinen Einflu8 auf die Genauigkeit der Milchsiiurebestimmungen. 
Als Extrakte dienten hier auBer Froschmuskelextrakten auch Kaninchen- 
muskelextrakte. 

Die Syntheseversuche waren folgendermaBen ausgefiihrt: In frisch 
zabereitetem Wasserextrakt aus Kaninchenmuskeln wurde nach 20 bis 
30 Minuten langem Stehen bei Zimmertemperatur eine Lésung mit adeny] 
saurem Na, NaHCO, und 2 bis 3mg Glykogen eingekippt. Nach ver- 
schieden kurzen Expositionszeiten von 0 bis 5 Minuten wurde Trichlor- 
essigsiure zugesetzt und Phosphatbestimmungen vor und nach Séaure 
hydrolyse vorgenommen. 


In der folgenden Tabelle ist die Hemmung der Adenylpyrophosphat- 
synthese im Kaninchenmuskelextrakt durch die angegebenen Stoffe 
geprift worden. 


' Diese Zeitschr. 227, 16, 1930. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 243, 1924. 








muskelextrakt. 


Ansatz: 1,5ccem Extrakt + 0,5 cem adenylsaures Natrium 
(mit 0,4 mg P,O;) und 0,5cem Zusatz. 


Hemmung der Adenylpyrophosphatsynthese im Kaninchen- 





Totale End- 
konzentration 
des Zusatzes 


m/1600 


m/400 


m/16000 


m/4000 


m/1000 


m/100 


0,024 mol. 


0,074 mol. 


0,22 mol. 


mg P,O,; pro Ansatz 
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015 
0,12 
011 


0,04 
0,10 
0.04 


0,00 
0,00 
0.00 


014 
0.10 
0,10 


0,08 
0,04 
0,12 


0,00 
0,03 
0,03 


0,00 
0,10 
0,15 
0,06 


0,00 
0,08 
0,14 
0,05 


0,00 
013 
0,24 
031 
0,02 
0.09 
013 
0,23 
0,00 
0.13 
0.14 
012 


0,00 
0,00 
0,02 
0,00 
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esterung 
in 


mg P.O 


0.02 
0,09 


0.26 


0,02 
0.09 
0,15 


0.02 
003 
0.10 


0.00 
0,09 
0.10 
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Aus den Zahlen geht hervor, daB Monojodessigsiure (!/, Stunde 
vor der Adenylsiure zugegeben) und Fluorid die Synthese in Kon- 
zentrationen hemmen, die, wie bekannt, auch die Milchsiurebildung 
hemmen. Das Maximum der Synthese wird meist nach etwa 2 Minuten 
erreicht, es entspricht nur 20 bis 30°, der maximal mdglichen, aus 
dem Adenylsiurezusatz berechneten Synthese. Bei Fluorid findet 
auch bei kompletter Hemmung der Pyrophosphatsynthese noch eine 
groBe Veresterung statt. Mit Cyanid ist dagegen selbst in n/100 noch 
keine Hemmung vorhanden, also ganz anders, wie nach Engelhardt 
im Blute, und in Ubereinstimmung mit der Milchsiurebildung im 
Muskelextrakt. Mit héheren Rhodanidkonzentrationen wird dagegen 
eine deutliche Hemmung erzielt. Diese Beobachtung ist noch naher 
verfolgt worden. 


Zunachst ergibt sich eine allerdings sehr geringfiigige Hemmung 
auch bei der Aufspaltung des Adenylpyrophosphats in dialysierten, 
kohlenhydratfreien Extrakten (vgl. Tabelle VII). 

Tabelle VII. 


4 Stunden dialysierter Extrakt, ]1cem + 0,7 cem Zusatz. 





mg P.O; 


Totale 
Konzentration Zeit ; 

-OON : : direkt Pyrophosphat 

nips " in Min. bestimmbares zerfallen 

me ae Phosphat {vorhanden} 

[1,30] 

0 0 0,217 0,00 
5 0.263 0,046 
13 0.319 0,102 
30 0.437 0,220 

0.056 5 0,260 0,043 
13 0,303 0,086 
30 0,388 0,171 

0,112 5 0,250 6,33 
13 0,282 0,065 
30 0,354 0,137 


In Anwesenheit von Glykogen ist kein ausgesprochener Effekt 
vorhanden. Tatsachlich ist unter diesen Umstinden, wo, wie man 
annehmen muB, sowohl Synthese wie Spaltung verzigert ist, die Milch- 
siurebildung deutlich gehemmt, und zwar durch die gleichen Kon- 
zentrationen, die auch die Synthese des Adenylpyrophosphats hemmen. 
Dies ist sowohl der Fall in dialysierten Extrakten unter Zusatz von 
Glykogen und dem Co-Fermentsystem (Magnesium ~ Adenylpyro 
phosphat) wie auch in frischem Extrakt mit dem praformierten Co- 


Ferment. 
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Die Milchsiurebildung aus Hexosediphosphorsiure ist Rhodanid 
gegeniiber weniger empfindlich, was jedenfalls mit der gréBeren Stabilitat 
und dem geringeren Co-Fermentbedarf der Spaltung der Hexose- 
diphosphorsiure zusammenhangt!. 

Die Beeinflussung der Pyrophosphatsynthese und Milchsaure- 
bildung durch die genannten Substanzen ist daher mit der Hypothese 
in Einklang, daB der Pyrophosphatumsatz und die Milchsiurebildung 
zwei ineinander greifende Prozesse sind und nicht unabhangig von- 
einander ablaufen kénnen. 


Der danischen Pasteurgesellschaft danke ich bestens fiir die wirt- 
schaftliche Hilfe; Herrn Professor O. Meyerhof bin ich wegen seines an- 
regenden und freundlichen Interesses meinen herzlichen Dank schuldig. 


Zusammenfassung. 

Bei schwach alkalischer Reaktion, py 9, wird in inaktiviertem 
Muskelextrakt mehr Ammoniak als Phosphat aus Adenylpyrophosphat 
abgespalten, in neutraler und schwach saurer Reaktion sind beide 
GréBen aquivalent. Die Desaminierung des Adenylpyrophosphats 
geschieht etwa 20mal langsamer als die der Adenylsiure. 

Die Synthese der Adenylsiure zu Adenylpyrophosphat wird durch 
verschiedene Substanzen in Parallele zur Milchsiurebildung gehemmt 
Gepriift wurden Fluorid, Jodessigsiure, Rhodanid, und mit negativem 
Erfolg Blausdure. 


' O. Meyerhof, diese Zeitschr. 183, 176, 1927. 








Uber den Spaltungsstoffwechsel der Siugetierspermatozoen 
im Zusammenhang mit der Beweglichkeit. 


Von 
E. Redenz (Wiirzburg)?. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medi- 
zinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 14, November 1932.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Durch eine einfache Anordnung, die eine fortlaufende mikro- 
skopische Beobachtung der Spermatozoen erlaubt, hat /wanow® fest- 
gestellt, daB die fortschreitende Bewegung der Hundespermatozoen 
einige Stunden in einem anaeroben Medium andauert. Dabei wurden 
SicherheitsmaBnahmen getroffen, um den gelésten Sauerstoff aus der 
Glucose-Phosphatlésung zu entfernen, in der die Spermatozoen 
beobachtet wurden. Die Bewegung blieb unter SauerstoffabschluB 
und bei Lihmung der Zellatmung durch KCN erhalten. Danach 
besteht kein direkter Zusammenhang zwischen Bewegung der Spermato- 
zoen und Sauerstoffverbrauch. Die Bedeutung der Atmung liegt daher 
offenbar in der Entfernung von Stoffwechselprodukten eines Spaltungs- 
prozesses, der bei Sauerstoffmangel stattfindet und der den Spermato- 
zoen die nétige Bewegungsenergie verleiht. 

Wie von mir® gezeigt, ist dieser Spaltungsstoffwechsel wie beim 
Muskel und allen itbrigen Warmbliiterzellen die Glykolyse. Aus den 
Versuchen Jwanows ergab sich die Frage, wie sich Spermatozoen in 
zuckerfreiem Medium unter SauerstoffabschluB verhalten. Dabei 
waren folgende Bedingungen zu beachten. 

1. Entfernung der Kohlenhydrate aus dem Serum, das als Suspen- 
sionsflissigkeit dient, durch Dialyse. 


1 Die Vorarbeiten dieser Arbeit sind mit Unterstiitzung der Not- 
gemeinschaft der deutschen Wissenschaft ausgefiihrt worden. 

2 Zeitschr. f. Ziichtung 20, 204, 1931; vgl. Ber. f. d. ges. Physiol. 61, 
779, 1931. 

3 E. Redenz, Proc. 1. Internat. Congress for sex-research 1930. 
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2. Ununterbrochene Beobachtung in einer véllig geschlossenen 
Kammer, die Durchleitung der Gase und Einkippen von Kristallen 
oder Lésungen der zu untersuchenden Kohlenhydrate gestattet, bei 37°. 

3. Vergleich der visuellen Beobachtung mit dem Resultat der 
manometrischen Methoden. 


Die Arbeit wurde unter Leitung von Herrn Professor Meycrho{ 
ausgefiihrt. 
Technische Einzelheiten. 


Die Spermatozoen wurden in besonderen Fallen in Ringerlésung ohne 
Zusatz von Glucose mit einem Bicarbonatgehalt von 2,5 .10-* molar ode: 
im allgemeinen in inaktiviertem Serum suspendiert, das gegen Ringe: 
lésung gleichen Bicarbonatgehalts 12 Stunden bei 2° in Kollodiumbhiilsen 
dialysiert worden war. Die Versuche wurden mit Stierspermatozoen in 
inaktiviertem Rinder- und Pferdeserum und Meerschweinchenspermato- 
zoen in inaktiviertem Meerschweinchenserum angestellt. 

Die Spermatozoen wurden durch Einschnitt in die Giainge des Ductus 
epididymidis dem Nebenhodenschweif entnommen. Der Zuckergehalt 
des Sekretes (um 100 mg-°,) konnte bei der starken Verdiinnung vernach- 
lassigt werden. 

Zur Beobachtung der Bewegung wurde eine flache, mit zwei plan- 
parallelen Flaichen versehene Kammer benutzt. Sie besitzt zwei Zuleitungen 
mit Hahnen und eine drehbare Birne zum Eingeben von Substanzen unter 
Luftabschlu8. Die Substanzen wurden in Lésung oder in Kristallen 
trocken eingebracht. Die Kammer wurde auf dem Objekttisch des Mikro- 
skops befestigt und durch einen Fén mit einem warmen Luftstrom auf 
annahernd 37° gehalten (Abb. 1). 


Abb. 1 


Kiivette zur mikroskopischen 
Beobachtung von Spermatozoen 
in Stickstoff. In die Retorte 
wird Zucker als Lisung oder in 
Pulverform eingefiillt und, nach- 
dem die Spermatozoen unbe- 
weglich geworden sind, durch 
Drehen des Schiliffes in die Sus- 
pension einflieBen gelassen 





Wahrend in friiheren Versuchen (1930) Atmung und Glykolyse ge- 
trennt unter nicht véllig physiologischen Bedingungen bestimmt wurden, 
gelangte jetzt die ,,Verbesserte Methode*‘ Warburgs' zur Anwendung. 
Die Methode fordert in zwei GefaéBen verschieden grobe Fliissigkeitsmengen. 
Die Bewegungsdauer und -intensitaét der Spermatozoen andert sich nun bei 
groBer Verdiinnung stark, muB jedoch bei Anwendung dieser Methode als 
konstant vorausgesetzt werden kénnen. Man gibt deshalb in das GefaB 
mit der gréBeren Fliissigkeitsmenge auch ein entsprechendes Vielfaches an 
Spermatozoen und reduziert die Ausschlage fiir die Berechnung auf die gleiche 
Menge Trockensubstanz. 


1 O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. Springer 1926. 
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Die durch Verdiinnung des Sekretes hergestellten Suspensionen miissen 
in der Birkerschen Zaihikammer gezihlt werden. Die Zahlung der Zellen, 
deren Stoffumsatz bestimmt wird, ist eigentlich die erstrebenswerte Methode 
fiir alle Untersuchungen, da alles Zwischengewebe und dessen Trocken- 
gewicht als Fehlerquelle wegfallt. Durch Wagung einer gezihlten Menge 
gewaschener Spermatozoen jeder Tierart wurde die Beziehung zu der in 
der Literatur tiblichen Angabe des Trockengewichts hergestellt. 

Dazu werden die Spermatozoen aus dem Nebenhodenschweif ent- 
nommen, in Ringerlésung suspendiert und gezaihlt. Je 2cem werden in 
ein Zentrifugenglas gegeben, auf 6ccm mit Ringerlésung aufgefiillt, mit 
15000 Touren pro Minute abzentrifugiert und abgegossen. Dann wird, 
ohne aufzuschiitteln, mit Aqua dest. abermals aufgefiillt, zentrifugiert, 
abgegossen und getrocknet auf einer Kuhlmannschen Mikrowaage gewogen. 


Werte fiir 100.10° Meer- | 5,4 mg ) Mittel aus zwei Bestim- 
schweinchenspermatozoen 15,1 ,, J  mungen 
2,4 ,, ' ; ' , 
Werte fiir 100 . 10° Stier- | 28 | Mittel aus je zwei Bestim- 
spermatozoen |5'9 | mungen 


Werden die Spermatozoen jedoch mit ihrem Sekret und den Salzen 
gewogen, so erhilt man andere Werte. 


Spermatozoentrockengewicht. 





Mittel fiir 100 . 106 Sp. 





1. gewaschen 2. mit Sekret und Salzen 
Meerschweinchen 5mg (2 Bestimmungen) 12,5 mg (6 Bestimmungen) 
De. ees oS, @ ‘ ) 4 ., (6 = ) 


Meerschweinchensuspensionen sind bei gleicher Dichte wesentlich 
triiber als Suspensionen von Stierspermatozoen. Die gréBere Sekretmenge 
beim Meerschweinchen kommt hier auch gewichtsmaS8ig zum Ausdruck. 


VersuchsgréBen. 


Statt der iiblichen Bezeichnungen-Qo, usw. wird auf 100. 106 Zellen 
bezogen, also 
verbrauchte emm Oy, 


Zo, 10). 10° Zellen . Std.’ 

Z gebildete emm Gesamtsiure (CO, + Milchsaure) in O, 
“8 100. 10° Zellen . Std. ; 

Z02 - gebildete Milchsaure als emm Extrakohlensaure in O, 
* 100 . 10° Zellen . Std. F 
gr. gebildete emm Extrakohlensaure (Milchsaure) in No 
= 100 . 106 Zellen . Std. 


Ns @Oo 
Zyf oF Zy 


MQ (Meyerhof-Quotient in der Bezeichnung O. Warburgs) Z 


O2 


Eine Umrechnung kann leicht erfolgen, indem fiir Meerschweinchen- 
spermatozoen Zp, = 5Qo,, Stierspermatozoen Zp, = 3Qo, ist. 
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Es ist wichtig zu bemerken, daB die hier wiedergegebenen Werte 
von Z aus den in den ersten 30 Minuten nach der ersten Ablesung beob- 
achteten Ausschligen errechnet wurden und da die erste Ablesung 
etwa 1 Stunde nach Ansatz der Suspension erfolgte. Wahrend es ohne 
groBen EinfluB ist, wenn das Sekret eine zeitlang im Nebenhoden un- 
verdiinnt verbleibt, bedeutet jede nach der Verdiinnung vergangene 
Viertelstunde eine Verschiebung der Werte. Hier werden nur Versuche 
angefiihrt, bei denen die Ausschlige in den zur Berechnung benutzten 
Zeitintervallen konstant blieben. Das war in den ersten 30 Minuten 
bei gutem Sperma fast stets der Fall. 


1. Verhalten in dialysiertem Serum in Stickstoff. 


Die Bewegung kommt nach kurzer Zeit zum Stillstand. Die dazu 
notwendige Zeit ist je nach der Dichte der Suspension verschieden. 
Je dichter die Suspension ist, um so schneller tritt Sauerstoffarmut ein. 
Wird die in der Kammer eingeschlossene Fliissigkeit wihrend der 
Durchleitung des N, bewegt, so beschleunigt das den Eintritt der Ruhe. 
Der Vorgang ist nach kurzem Sauerstoffentzug mehrfach reversibel 
und auch in zuckerfreier Ringerlésung zu beobachten. 


2. Verhalten bei Zugabe von Kohlenh ydraten zu dialysiertem Serum in Stickstoff. 


Durch Einkippen von bestimmten Kohlenhydraten in die Kammer 
wird die durch Sauerstoffentzug in dialysiertem Serum erzielte Hemmung 
der Bewegung sofort aufgehoben. AuBer den Monosacchariden wirkt 
in gleicher Weise Maltose. Bei Zugabe von Glykogen ist die Belebung 
nicht immer zu erzielen und bleibt ungleichmaBig (siehe auch die mano- 
metrischen Werte!). In Ringerlésung bleibt die Hemmung bei Zugabe 
von Glykogen bestehen. Wird der Vorgang manometrisch verfolgt, so 
zeigt sich, daB alle Monosaccharide annahernd gleich schnell in Milch- 
siure gespalten werden, daB Glykogen in Serum wechselnd, in Ringer- 
lésung tiberhaupt nicht gespalten wird, wihrend Saccharose, Galaktose 
und Lactose eine sehr geringe Spaltungsgeschwindigkeit aufweisen. 
Hexosemonophosphorsiure und Hexosediphosphorsiure werden nicht 
angegriffen. Es besteht ferner ein vdolliger Parallelismus zwischen 
der Wirkung der Zucker auf die Bewegung und der Glykolyse in 
Stickstoff. 


Der Durchschnitt aus drei Reihenversuchen ergibt fiir Stier- 
spermatozoen folgende Werte. Die Zahlen zeigen bis auf den Wert fiir 
Fructose Ubereinstimmung mit den von Warburg fir Glykolyse von 
Krebszellen in Ringerlésung angegebenen Werten (Spalte 3). Die 
Wirkung des Glykogens in Serum ist offenbar durch das diastatische 
Ferment des Serums bedingt, das durch die Inaktivierung (Erwirmen 
auf 55°) nicht voéllig zerstért ist. Auffallig ist die starke Glykolyse der 
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Fructose, die ahnlich sonst nur noch im Muskel beobachtet wird 
Hexosephosphorsiuren wurden nur an Meerschweinchenspermatozoen 
gepruft und ergaben negative Resultate. 


Tabelle I. 


2X2. bzw. Q\?-Werte in Gegenwart verschiedener Zucker. 





gr: 
Zh oe les a 
‘ fiir Krebszellen 
(Warburg) 
Glucose . ' 68 +- 22 +. 24 
Fructose. . . + 78 + 26 + 3 
Mannose. . . . + 71 +. 23 + 22 
Maltose . . + 70 + 23 
Glykogen .. . + 20 + 6 
Saccharose. . 4 + 1 
Galaktose ; + 3 + 1 + | 


3. Verhalten in zuckerfreiem Serum in Sauerstoff. 

Die Bewegung ist auch in zuckerfreien Suspensionen gut. Sie 
dauert aber weniger lange und ist weniger intensiv als die Bewegung 
bei Zugabe von Glucose. Bei dichten Suspensionen ist der Unterschied 
weniger deutlich. 


4. Verhalten bei Zugabe von Kohlenhydraten zu dialysiertem Serum in 
Sauerstoff. 
Die Atmung in dialysiertem Serum ist recht schwankend und 
fallt vor allem ziemlich rasch ab. Méglicherweise spielen hier die Reserve- 
kohlenhydrate noch eine Rolle. Vergleicht man an den Spermien des- 


selben Tieres die Atmung mit und ohne Glucose, so ergeben sich fiir 


Atmung und aerobe Glykolyse die in Tabelle II wiedergegebenen 


Tabelle I. 


Atmung von Stierspermatozoen in dialysiertem Serum mit und ohne Zugabe 
von Glucose. 





Ohne Glucose Mit Glucose 
Datum ee - . _ 
r P awOe » . ~@O- wile 

1932 Zo, Zs Zi Zo, Zs Zy zy? MQ 
28. VI. —19 +19 0 — 34 + 86 +52 + 94 1,23 
27. VL — 3l + 31 0 — 31 + 91 +60 +122 2,0 
13. VII. —17 +22) +45 — 21 +42 421 +45 1,15 
12. VII. — 11 +13; +2 — 24 + 64 +40 + 77 1,55 
18. VII. —80 +35 +5 — 36 + 97 + 61 
26. VII. — 9} +10) +1 —19 +56 +837 + 70~= 1,75 
10. VI. — 7\| + 6 0 — 13 +49 +36 + 72 = 2,75 


Durchschnitt: | — 18 — 25,5 1,7 
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Zahlen. Aus dem Z\?-Wert ohne Glucose sieht man, da manchmal 
noch eine geringe Glykolyse stattfindet. Im Durchschnitt ergibt sich 
ohne Glucose Z,, = 18, mit Glucose = 25,5. Die Atmung wird danach 
durch Glucose deutlich gesteigert. Ferner besteht in Glucose eine grobe 
anaerobe Glykolyse, von der ein erheblicher Rest auch in Sauerstoff 
iibrig bleibt, trotz eines normalen Meyerhof{-Quotienten von 1,9. Die 
Mittelwerte von insgesamt 18 Bestimmungen an Stierspermatozoen mit 
Glucose ergeben sich zu 





Zo, Zy? ZX MQ 
— 27 + 44 - 84 1.9 


Die Mittelwerte aus fiinf Bestimmungen an Meerschweinchen- 
spermatozoen ergeben sich zu: 





Zo, Zy Zy My 


- 20 + 90 + 100 0.5 


Es sieht danach so aus, als ob die aerobe Glykolyse der Spermato- 
zoen ein physiologisches Faktum ist, ahnlich wie nach Warburg die aerobe 
Glykolyse der Retina. Falls die AtmungsgréBe am lebenden Tier nicht 
viel gréBer sein sollte, so bediirfte es zum Verschwinden der 
anaeroben Glykolyse eines Meyerhof-Quotienten von 3 fiir Stier- 
spermatozoen, von 5 fiir Meerschweinchenspermatozoen, beides 
Quotienten von unwahrscheinlicher GréBe. 


Lactat steigert die Atmung ahnlich wie Glucose oder noch etwas 
mehr. Man ersieht dies aus Tabelle III, wo die Wirkung verschiedener 
Substanzen auf Atmung und Glykolyse gepriift ist. Infolge der aeroben 
Glykolyse in Gegenwart von Glucose ist es daher nicht unméglich, da} 
die Atmungssteigerung nicht direkt durch Glucose, sondern durch die 
gebildete Milchsiure kommt. Dagegen ist Lactat und ebenso Pyruvinat 
ohne EinfluB8 auf die Bewegung der Spermatozoen. Diese wird durch 
Lactat weder in Sauerstoff verlangert noch in Stickstoff hervorgerufen. 
Der Verbrauch der Glucose ist daher offenbar fiir die Bewegung der 
Spermatozoen wesentlich verantwortlich, und da die Glykolyse sowohl 
in Sauerstoff wie in Stickstoff in Gegenwart von Glucose fortbesteht, 
so ist die Deutung am einfachsten, eben diese Glykolyse als chemische 
Ursache der anhaltenden Bewegung in Zuckergegenwart anzusprechen. 

Wahrend aktives, fremdes und arteigenes Serum schidigt und die 
Bewegung rasch hemmt, ist inaktiviertes Serum unschidlich, und zwar 
ebensowohl artfremdes (Pferde- und Rinderserum) wie arteigenes. 
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Auch sind die StoffwechselgréBen fiir Stier- und Meerschweinchen- 
spermatozoen gleich, ob sie in inaktiviertem Pferdeserum oder art- 
eigenem Serum gemessen werden. 


5. Wirkung einer sauerstofffreien Periode auf Bewegung und Atmung in 
Serum, 

Nach halbstiindigem Sauerstoffentzug (besser Sauerstoffarmut) 
in glucosehaltigem Serum ist die Atmung relativ gesteigert. Nach der 
Stickstoffperiode erhalt man bei UCherfiihrung in Sauerstoff den gleichen 
Wert, den man schon zu Versuchsbeginn erzielt hat. Bei dauernder 
Sauerstoffgegenwart ist aber die Atmung wahrend der Versuchszeit 
gesunken, so daB eine relative Steigerung der Atmung nach Sauer- 
stoffentzug erscheint. Die Atmung wird gewissermaBen nachgeholt. 


Tabelle IV. 


Wirkung einer sauerstofffreien Periode auf Atmung und Glykolyse von 
Stierspermatozoen in Serum. 





StoffwechselgriBben 30 Min. Stoffwechselgréifen 
Nr, || Datum Dichte direkt Zwischen- 1 Std. spater 
| (Zahl - e i. at me | periode a aa igen iy GE 
| 1932 pro cem) 420, 45 | Zu" Zy? = Zo, 45 4y° Zy 
1 20. VI.| 100. 10° 48 +120 + 72 4+ 108 Os — 21+ 72)+ 51'+100 
— 44 +120 + 76 + 108 No — 48 +100,+ 52 +119 
2 21.VI., 60.10®° —28+ 83+ 55 + 116 Og —17+ 59+ 424119 
No — 26+ 79+ 53+ 98 
3 22. VI... 84.10® —12+ 55+ 43 + 102 Os —-11 4+ 61+ 50+ 90 
No 35+ 78 + 43 
4 | 22. VI.| 80.106 —25+ 55+ 30 + 102 Os — 20+ 52/+ 32+ 92 
No — 35+ 70+ 35 
5 | 21. VI.| 128.10 — 24+ 624+ 38+ 68 Oy — 7+ 40+ 30+ 70 
No —19+ 63+ 44 


Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB die Bewegung der Spermatozoen unter 
anaeroben Bedingungen durch Glykolyse verursacht wird, wahrend 
unter aeroben Bedingungen die Bewegung durch Zucker verstarkt werden 
kann. Ferner werden die StoffwechselgréBen der Siugetierspermatozoen 
unter verschiedenen Bedingungen untersucht. 
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Uber einige physiko-chemische Erscheinungen 
wihrend der Regeneration. 


V. Mitteilung: 
Uber den Milchsiuregehalt regenerierender Axolotlextremitaten. 
Von 


N. Okuneff. 


(Aus dem Laboratorium fiir experimentelle Zoologie und Morphologie der 


Tiere an der Akademie der Wissenschaften, Leningrad.) 


(Eingegangen am 16. November 1932.) 


Bekanntlich wird heute angenommen, daB zwischen den Erschei- 
nungen des Geschwulstwachstums und dem ungeordieten, aber vom 
K6érper beherrschten Wachstum, welches wir z.B. bei Granulom- 
bildung und Regeneration haben, in der Beziehung Ahnlichkeit besteht, 
daB in beiden Fallen das Verhaltnis des Oxydations- zum Spaltungs- 
stoffwechsel zugunsten des letzteren verschoben ist (Crabtree!, Penti- 
malli?, Krontowsky und Magath*, Neuhaus‘). 

Die vorhandenen Angaben aber sind gerade in betreff des Regenerations- 
prozesses ziemlich liickenhaft. Sie beschrinken sich auf Untersuchungen 
von Pentimalli (1. c.), der an regenerierendem (nach Verletzung) Muskel- 
gewebe und Epidermis eine Schadigung der Atmung neben einer Steigerung 
der Glykolyse beobachten konnte. 

Angaben iiber die Regeneration, welche mit gleichzeitiger Restitu- 
tion ganzer GliedmaBen verbunden ist, wie wir sie z. B. bei Amphibien 
beobachten, gibt es iiberhaupt nicht. Indessen kénnten solche Angaben 
ein gewisses Interesse haben, da sie zur Entscheidung der Frage bei- 
tragen kénnten, ob die Verletzung oder das Wachstum selbst das aus- 
lésende Moment ist fiir die Anderungen des értlichen Stoffwechsels in 
der Richtung des Vorherrschens von Spaltungsprozessen. Deswegen 
erschien es mir interessant, die Regenerationserscheinungen, wie wir 
sie beim Axolot] nach der Amputation einer Extremitat hervorrufen 


! H. Crabtree, Biochem. J. 22, 1289, 1928. 

2 F. Pentimalli, Zeitschr. f. Krebsf. 25, 347, 1927. 

3 A. Krontowsky u. M. Magath, Klin. Wochenschr. 9, 2165, 1930. 
4 C. Neuhaus, Zieglers Beitrage 83, 383, 1929. 
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kénnen, vom oben angefiihrten Standpunkt aus zu untersuchen. Leider 
fehlte mir die Méglichkeit, Stoffwechselversuche nach der Methodik 
von Warburg auszufiihren, und ich muBte mich mit vergleichenden 
Bestimmungen der Milchsaure im Regenerationsgewebe und im normalen 
Gewebe begniigen. 


Material und Methodik der Untersuchungen. 


Die Versuche wurden an 8 bis 10 Monate alten Axolotln angestellt, 
bei denen alle vier Extremitaten amputiert wurden. Nach 12 bis 15 Tagen 
nach der Amputation, zu der Zeit, wo die Regenerate éuBerlich als ,,Kegel** 
(Weiss', Schmalhausen*) bezeichnet werden konnten, wurden dieselben 
abgeschnitten und zur Bestimmung der Milchséure genommen. Die Milch- 
siure bestimmte ich nach der Methode von Friedemann, Cotonio und Shaffer 
in der Modifikation von Tanaka und Endo* (Auflésen des Gewebes in 
konzentrierter Alkalilésung, wodurch das umstandliche Verfahren mit 
fliissiger Luft vermieden wird). Zum Entfernen von Eiweifstoffen geniigte 
einfache Neutralisierung des Alkalis mittels konzentrierter H,SO,. Die 
Neutralisierung wurde unter guter Kiihlung ausgefiihrt. Die auf solche 
Weise entstandene gesattigte Na,SO,-Lésung geniigte zum vélligen Elimi- 
nieren der Eiweifstoffe, wie spezielle Kontrollversuche mit Sulfosalicyl- 
siure zeigten. Zur Kontrolle wurde die Milchséure in den Geweben der 
Normalextremitaten des Axolot] bestimmt. Dabei wurde der ganze Gewebs- 
komplex, auBer den Skeletteilen, also Haut, Bindegewebe, Muskel, ge- 
nommen, und zwar deswegen, weil die Herkunft der sogenannten Blastem- 
zellen des Regenerats bis jetzt wenig aufgeklart zu sein scheint. 


Ergebnisse. 


Die sehr kleinen Dimensionen des Regenerats der Axolotlextremitat 
und das Fehlen einer wirklichen Mikromethodik zur Bestimmung der 
Milchsaiure in Geweben veranlaBten mich zu einer Messung des Milch- 
siuregehalts im Regenerationsgewebe von 148 Regeneraten. Als Re- 
generationsstadium wurde, wie gesagt, das Stadium des Kegels gewahlt, 
und zwar deshalb, weil wir gerade im Kegelstadium groBe Anhiufungen 
wenig differenzierter Zellen antreffen (die friiheren Stadien geben zu 
wenig Material, die spiteren sind zu differenziert). Da ich nur tiber 
eine beschrankte Anzahl von Axolotin verfiigte, muBte ich mich mit 
einer einzigen MaBbestimmung der Milchsaure in 148 Regeneraten der 
Axolotlextremitiaten begniigen. Die Resultate dieser MaBbestimmung 
sowie die Resultate der Kontrollbestimmung der Milchsiure im Gewebe 
einer Normalextremitat sind folgende: 

Regenerationsgewebe (Kegel) enthalt: 39 mg-°% Milchsaure, 

Gewebe der Normalextremitaten enthalt: 18 _,, ™ 


1 P. Weiss, Arch. f. mikr. Anat. u. Entwicklungsgesch. 104, 317, 1925. 

2 J. Schmalhausen, Entwicklung der Amphibienextremitaéten, Moskau 
1915 (russ.). 

3 Sh. Tanaka u. M. Endo, diese Zeitschr. 210, 120. 1929. 
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Aus dem Vergleich der erhaltenen Werte sieht man, daB das Regene- 
rationsgewebe tatsdchlich etwa doppelt so viel Milchsdure enthdlt als das 
Gewebe der Normalextremitdten'. Obgleich meine Befunde keine weit- 
gehenden Schliisse erlauben, machen sie doch die Annahme wahr- 
scheinlich, daB am Regenerationsort sich Milchsdure anhduft und dap 
auch in der regenerierenden Axolotlextremitdt neben Atmung ein aus- 
gesprochener Spaltungsstoffwechsel anzunehmen ist. Ferner liegt der 
Gedanke nahe, daB die von mir in regenerierenden Axolotlextremitaten 
beobachtete Azidose (s. Okuneff?) wenigstens zum Teil durch lokale 
Anhaufung von Milchsaure erklart werden kann. Da nun die Milchsaiure 
als schwache Saure Pufferwirkung ausiiben kann, ist vielleicht auf ihre 
Anwesenheit auch die VergréBerung der Pufferung des Regenerations- 
gewebes, die ich friiher (ebenfalls an Axolotlextremititen) festgestellt 
habe (s. Okuneff*), zuriickzufiihren. 


SchluBfolgerung. 
Die Gewebe regenerierender Axolotlextremititen enthalten mehr 
Milchsaure als die Gewebe der Normalextremitiaten, was fiir Ortliche 
Bildung der Milchsiure am Regenerationsort sprechen kann. 


! Um itiber den Fehler im klaren zu sein, den ich bei den Milchséure- 
bestimmungen mache, stellte ich spezielle Kontrollversuche an, in welchen 
in einer genau abgewogenen Menge Zinklactat die Milchséure bestimmt 
wurde. Der Fehler erwies sich als 2 bis 3°, maximal. 

2 N. Okuneff, diese Zeitschr. 195, 421, 1928. 

8 Derselbe, ebenda 212, 1, 1929. 


Berichtigung. 
In der Arbeit von L. Michaelis, Edgar S. Hill und Mazwell P. 
Schubert, diese Zeitschr. 255, 66, 1932 ist folgendes zu andern: 
1. 8.68. In der Mitte der Seite, in der Gleichung fiir ¢, ist das 
Glied = yY zu andern in: + !/, VY. 
2. 8.79. In der Formel fiir Z,, ist das erste Glied der rechten 
Seite — — 0,007, anstatt — 0,107 zu lesen. 





